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A vimpocetina € um derivado sintético do alcaloide vincamina, que apresenta um significativo
efeito neuroprotetor, sendo empregada no tratamento de doengas neurodegenerativas como
Alzheimer e Parkinson, além de isquemia vascular cerebral crénica e disfuncéo cerebral senil.
Entretanto, esse farmaco apresenta limitada solubilidade em &gua e sofre extensivo
metabolismo de primeira passagem, ocasionando uma baixa biodisponibilidade quando
administrada por via oral. Neste sentido, sistemas nanoestruturados tém sido desenvolvidos
objetivando o aumento da biodisponibilidade oral desta substancia. Com isso, este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento de nanocapsulas de etilcelulose contendo vimpocetina,
utilizando o 6leo de coco (OC) ou triglicerideos de cadeia média (TCM) como nucleos
oleosos, tendo em vista o potencial destes sistemas coloidais para a veiculacdo de substancias
lipofilicas, no controle da liberagcdo e na melhora da biodisponibilidade oral. Também foi
avaliada a viabilidade da conversao das suspensdes originais em liofilizados redispersiveis e a
citotoxicidade preliminar (fibroblastos) in vitro dos sistemas desenvolvidos. Conforme os
resultados, ap6s a preparacdo, as suspensdes de nanocépsulas contendo vimpocetina
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, com didmetros médios inferiores a
200 nm, baixos indices de polidispersao (Pdl), potencial zeta negativo e elevada eficiéncia de
encapsulamento. As formulacdes foram estaveis quanto ao diametro médio e o teor de
farmaco permaneceu acima de 90%, ap6s 90 dias de armazenamento. Todas as suspensdes de
nanocapsulas apresentaram liberacdo controlada do farmaco, quando comparadas a difuséo do
farmaco livre, sendo que o tipo de 6leo/massa molecular do polimero influenciou a velocidade
e 0 mecanismo de liberacdo da vimpocetina, em tampdo fosfato pH 6,8:etanol (70:30 v/v).
Além disto, a liberacdo/dissolucdo do farmaco a partir de um comprimido comercial disperso
foi mais lenta (ty, de 91 h) em relacdo as formula¢Ges nanoestruturadas (ty, de 46 a 87 h). Os
liofilizados, preparados a partir das suspensdes, contendo trealose como crioprotetor,
apresentaram teores entre 96 e 98 %, 0s quais se mantiveram inalterados ap6s 90 dias de
armazenamento. Através de microscopia eletrénica, observou-se a presenca de estruturas
esféricas coloidais nos produtos secos e os indices de ressuspensdo, em agua, ficaram entre
0,93 e 1,33, dependendo principalmente da massa molecular do polimero. Em ensaio
preliminar, foi observado que as nanoestruturas apresentaram vantagem, em potencial, para
reduzir a toxicidade do farmaco, na concentracdo estudada. Em vista disso, 0s sistemas
desenvolvidos séo considerados promissores para a liberagdo controlada de vimpocetina.

Palavras-chave: Vimpocetina. Nanocapsulas. Oleo de coco. Triglicerideos de cadeia média. Liberagdo
controlada. Estabilidade. Liofilizacéo.
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The Vinpocetine is a synthetic derivative of the vincamine alkaloid, which has a significant
neuroprotective effect and is used in the treatment of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer's and Parkinson's, as well as chronic cerebrovascular ischaemia and senile brain
dysfunction. However, this drug has limited solubility in water and undergoes extensive first
pass metabolism, resulting in low bioavailability when administered orally. In this sense,
nanostructured systems have been developed aimed at improving the oral bioavailability of
this substance. Therefore, this study aimed to develop of vinpocetine-loaded ethylcellulose
nanocapsules using coconut oil (CO) or medium chain triglycerides (MCT) as oily cores, due
to the potential of these colloidal systems for the delivering of lipophilic substances, resulting
in controlled release and improvement in oral bioavailability of drugs. It was also evaluated
the feasibility of converting the original suspensions in redispersible lyophilized and an in
vitro preliminary cytotoxicity assay (fibroblasts) of the developed systems was conducted.
According to the results, after preparation, the nanocapsule suspensions containing
vinpocetine showed appropriate physico-chemical characteristics, presenting average
diameters less than 200 nm, low polydispersity index (Pdl), negative zeta potential and high
encapsulation efficiency. The formulations were stable as the average diameter and the drug
content remained above 90%, after 90 days of storage. All nanocapsule suspensions showed
controlled release of vinpocetine when compared to the diffusion of free drug, and the type of
oil/polymeric molecular weight influence the rate and the release mechanism of vinpocetine
(phosphate buffer pH 6,8: ethanol 70:30 v/v). Furthermore, the release/dissolution of the drug
from a commercial tablet was slower than (ty, of 91 h) from nanostructured formulations (ty/,
46-87 h). The lyophilized prepared from suspensions (containing trehalose as cryoprotectant)
showed vinpocetine content between 96 and 98%, which remained unchanged after 90 days of
storage. Using electron microscopy, it was observed the presence of spherical colloidal
structures in dry products and the resuspension indexes in water were between 0,93 and 1,33,
depending mainly on the molecular weight of the polymer. In the preliminary assay, it was
observed that the nanostructures presented potential to reduce the toxicity of vinpocetine in
the evaluated concentration. In view of this, the developed systems are considered promising
for the controlled release of vinpocetine.

Keywords: Vinpocetine. Nanocapsules. Coconut oil. Medium chain triglycerides. Controlled
release. Stability. Lyophilization.
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INTRODUCAO

A vimpocetina é um derivado sintético do alcaloide vincamina, que apresenta um
significativo efeito neuroprotetor, sendo bastante empregada para o tratamento de doencas
neurodegenerativas como Acidente Vascular Cerebral agudo, Alzheimer e Parkinson, além de
isquemia vascular cerebral cronica e disfuncdo cerebral senil, apresentando propriedades
protetivas da memoria e melhoria das funcdes cognitivas (ZHUANG et al., 2010; PATYAR et
al., 2011; JINCAI et al., 2014; WANG et al., 2014). Ainda, pesquisas tém evidenciado que
propriedades antioxidantes deste farmaco exercem mecanismos importantes em seus efeitos
neuroprotetores (PATYAR et al., 2011). Um potencial uso desse farmaco para epilepsia vem
sendo recentemente estudado, relacionando sua acdo a outros farmacos empregados para este
fim (NEKRASSOV e SITGES, 2008; SITGES et al., 2011). Além disso, a vimpocetina
também apresenta acdo em inibir o crescimento de células de cancer de mama tanto in vitro
quanto in vivo (HUANG et al., 2012).

Entretanto, a vimpocetina € um farmaco fracamente solGvel em agua, apresenta baixa e
irregular taxa de dissolucdo no trato gastrointestinal, e sofre um extensivo metabolismo de
primeira passagem, 0 que ocasiona uma baixa biodisponibilidade quando administrada por via
oral, restringindo seu uso clinico (XU et al., 2009; ZHUANG et al., 2010; LIN et al., 2014).
Esta disponivel, usualmente no mercado, na forma de comprimidos contendo 5 mg de
substancia ativa, no entanto, a biodisponibilidade oral tem sido reportada como préxima a 7
%, em humanos (RIBEIRO et al., 2003). Neste sentido, sistemas baseados em ciclodextrinas
(RIBEIRO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007; LIN et al, 2014) e em
sistemas nanoestruturados baseados em lipidios (LUO et al., 2006, XU et al., 2009; ZHUANG
et al., 2010) tém sido desenvolvidos, objetivando o aumento da biodisponibilidade oral desta

substancia.

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados vem sendo aplicado
tanto para fins de diagndstico quanto terapéutico, destacando-se como importantes
alternativas para a administracdo de substancias ativas (DOMB et al., 2007; THASSU et al.,
2007). Quando comparados as formulagfes convencionais, esses sistemas de liberacdo
proporcionam inimeras vantagens, como uma melhor resposta no sitio de ag¢do envolvido, por

periodos mais prolongados, potencializando o tratamento (VAUTHIER et al., 2003), além de
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promoverem reducdo da toxicidade, aumento da eficacia terapéutica e da adesdo do paciente
ao tratamento (KUMAR, 2000). Dentre a grande variedade de nanocarreadores, incluem-se os
lipossomas, as microemulsdes, as nanoparticulas lipidicas, as nanoparticulas poliméricas
(nanocépsulas e nanoesferas), entre outros (TORCHILIN et al., 2006; DOMB et al., 2007;
THASSU et al., 2007; MENG et al., 2014).

As nanoparticulas poliméricas sdo carreadores de farmacos que possuem diametro
inferior a 1 um, dentre os quais se incluem as nanocapsulas, que sao sistemas
nanovesiculares, onde o farmaco se encontra confinado em uma cavidade aquosa ou oleosa
rodeada por uma membrana polimérica, apresentando, assim, uma estrutura tipica nucleo-
parede, estabilizada por tensoativos ou agentes estabilizantes na interface particula/agua
(SOPPIMATH et al.,, 2001; COUVREUR et al, 2002; SCHAFFAZICK et al, 2003a;
GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010). As nanocépsulas podem penetrar por meio de pequenos capilares, o que
facilita sua captura por células e possibilita a permeabilidade pelas barreiras bioldgicas,
propiciando uma liberacdo controlada do farmaco em sitios de a¢cdo (COUVREUR et al.,
2002; ALONSO, 2004; MOHANRAJ e CHEN, 2006; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007). Estes sistemas sdo pesquisados para a veiculagcdo de moléculas pouco
soluveis, vetorizacdo de farmacos, aumentando o indice terapéutico, protecdo de substancias
labeis no trato gastrintestinal e aumento da biodisponibilidade, entre outros propositos
(GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MISHRA et al., 2010; PETERSEN et
al., 2011; MENG et al., 2014).

Além disto, nanoestruturas poliméricas podem promover a liberacdo de farmacos
objetivando emprego em tratamentos de doencas neuroldgicas, aumentando a concentracdo
dos mesmos e, consequentemente, o efeito terapéutico (KREUTER, 2001; RONEY et. al,
2005). Pesquisas também tém demonstrado importantes vantagens da associacdo entre
substancias com atividade antioxidante e nanoparticulas, como o aumento da estabilidade
fisico-quimica, da capacidade antioxidante e o incremento da biodisponibilidade (KWON et
al., 2002; PALUMBO et al., 2002; SHEA et al., 2005; SCHAFFAZICK et al., 2005; BALA et
al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2008; KULKAMP et al., 2011).

Para o desenvolvimento dos sistemas poliméricos é importante a sele¢do do polimero e
do ndcleo oleoso, pois pardmetros como a tensdo interfacial, viscosidade e concentracdo
podem influenciar no tamanho das estruturas formadas, e, ainda, podem afetar a capacidade
de encapsulamento dos farmacos (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a;
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GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007). O polimero utilizado deve ser
biocompativel, sendo a escolha importante no controle de liberagdo do farmaco, e, quanto a
origem, podem ser sintéticos, naturais ou semissintéticos, como € o caso da etilcelulose
(PAN-IN et al., 2014; LAl et al., 2010). Oleos vegetais com elevados teores de substancias
antioxidantes (vitaminas e polifenois), como o o6leo de coco (OC) (ALVAREZ e
RODRIGUEZ, 2000; SANTI, 2003; CUNHA et al., 2004; MARINA et al., 2009c), séo
interessantes para a constituicdo do ndcleo das nanocépsulas poliméricas, conforme pesquisas
demonstradas recentemente (SANTOS, 2012; BRENDLE, 2013; SANTOS et al., 2014).

Neste contexto, o objetivo do trabalho proposto foi o desenvolvimento tecnoldgico de
nanocapsulas a base de OC ou triglicerideos de cadeia média (TCM), como nucleos oleosos,
para associa¢do do neuroprotetor vimpocetina, tendo em vista o potencial destes sistemas
coloidais poliméricos na veiculacdo de substancias lipofilicas, no incremento da
biodisponibilidade oral e no controle da liberacdo de farmacos associados, almejando a
futuras aplicacdes em neuroprotecdo. Além da comparacdo entre um 6leo de origem natural
com outro sintético, empregou-se como polimero a etilcelulose de duas diferentes massas
moleculares, avaliando-se também a citotoxicidade preliminar in vitro dos sistemas
desenvolvidos, em comparacdo ao farmaco livre, e a viabilidade da conversdo das suspensdes
em liofilizados redispersiveis. Cabe mencionar que, até o presente momento, ndo foram
encontrados estudos relativos a veiculacdo de vimpocetina a nanocédpsulas poliméricas,

comprovando a originalidade deste trabalho.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O presente trabalho almejou preparar e caracterizar suspensdes de nanocapsulas

poliméricas contendo o farmaco vimpocetina, empregando dois diferentes tipos de Oleos

como nucleo (OC ou TCM), de maneira a comparar 0 comportamento dos sistemas quanto as

caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade, controle de liberacdo e citotoxicidade preliminar,

além da conversdo em liofilizados redispersiveis.

1.2 Objetivos especificos

Desenvolver nanocépsulas poliméricas contendo vimpocetina, empregando o OC ou
TCM como nucleo, pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado,

utilizando etilcelulose, de duas diferentes massas moleculares, como polimero;

Caracterizar as formulagdes coloidais quanto ao pH, didmetro médio de particulas,
indice de polidispersao (Pdl), potencial zeta, teor total e eficiéncia de encapsulamento

da vimpocetina;

Efetuar um estudo de estabilidade das formulacbes, em temperatura ambiente e
protegidas da luz, avaliando-se o pH, didmetro médio, Pdl, potencial zeta e teor de
farmaco, durante 90 dias;

Determinar a cinética de liberacdo in vitro do farmaco a partir das nanocépsulas
desenvolvidas e selecionadas, através da técnica de difusdo em sacos de dialise, em

comparac¢do ao farmaco livre e a um comprimido comercial redisperso;

Verificar a viabilidade tecnologica da obtengéo de liofilizados redispersiveis, a partir
das suspensdes de nanocapsulas desenvolvidas, empregando um crioprotetor soluvel
como adjuvante, e caracterizar os produtos secos obtidos quanto ao teor de farmaco,
tamanho médio de particulas e analise morfologica, bem como estudar a estabilidade
dos liofilizados, por um periodo de 90 dias;

Avaliar, preliminarmente, a citotoxicidade in vitro das suspensdes de nanocapsulas
contendo vimpocetina, empregando, como modelo, células de fibroblastos, em

comparagao ao farmaco livre.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistemas nanocarreadores de farmacos

Nano ¢ um prefixo que vem do grego antigo e significa “ando”, sendo um termo técnico
utilizado em notacdo cientifica. Um nandmetro (nm) equivale a um bilionésimo de metro
(TOMA e ARAKI, 2005). A nanociéncia estuda as propriedades dos materiais na escala do
nandmetro, e nanotecnologia é o emprego deste conhecimento para a obtencdo e controle de
nanomateriais com objetivos praticos e/ou comerciais (SOPPIMATH et al., 2001; TOMA e
ARAKI, 2005; POLETTO; POHLMANN; GUTERRES, 2008; KUMARI; YADAV;
YADAV, 2010).

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar que tem avancado rapidamente nos
ultimos anos, encontrando aplicacbes nas mais diversas areas, desde setores de energia e
eletronica até da inddstria farmacéutica, tendo como finalidade dar origem a estruturas em
escala nanométrica, integrando-as para formar componentes e sistemas maiores (QUINA,
2004; POLETTO; POHLMANN; GUTERRES, 2008; FERREIRA; RANGEL, 2009).
Também tem o potencial de revolucionar amplamente varios campos tecnoldgicos e
cientificos (POLETTO; POHLMANN; GUTERRES, 2008). Foi no ano de 1970 que as
primeiras nanoparticulas foram desenvolvidas, sendo inicialmente utilizadas como
carreadores de vacinas e farmacos para o tratamento do céncer (KUMARI; YADAYV,
YADAV, 2010).

Até o momento, tém sido encontradas propostas na literatura de diferentes tipos de
nanodispositivos e estratégias nanotecnoldgicas adequadas para a liberacdo controlada de
substancias ativas (AMORIM et al., 2010; IRACHE et al., 2011, KULKAMP et al., 2011),
para aumentar a biodisponibilidade (BALA et al., 2006; LIN et al., 2014), para estabilizacéo
fisico-quimica de principios ativos (KWON et al., 2002; KULKAMP et al., 2009; OURIQUE
et al., 2011; LOBATO et al., 2015), para vetorizagdo de farmaco a alvos especificos
(KREUTER, 2001; SCHAFFAZICK et al., 2008), para 0 aumento do indice terapéutico
(PALUMBO et al., 2002), diminuindo os efeitos adversos e aumentando a eficacia terapéutica
(COUVREUR et al.,, 2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007), entre
outras aplicagdes (MAYER et al., 2015).
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Conforme o processo e a composicdo utilizada na preparacdo, as principais
nanoestruturas empregadas como sistemas de liberagdo de farmacos sdo lipossomas,
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoparticulas poliméricas, carreadores
lipidicos nanoestruturados e ciclodextrinas, apresentando, portanto, tamanho na faixa de 10 a
1000 nm (inferior a 1 pm) (COUVREUR et al., 2002; ALONSO, 2004; MOHANRAJ e
CHEN, 2006; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; POLETTO;
POHLMANN; GUTERRES, 2008; MARCATO e DURAN, 2008).

O uso das nanoestruturas poliméricas como dispositivos de liberacdo de moléculas
ativas decorre, principalmente, do tamanho reduzido e da versatilidade dos sistemas, sendo
apontados como duas propriedades basicas (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN,
2007). As aplicagOes desses carreadores podem resultar em vantagens conforme a via de
administracdo envolvida, como a promocdo da vetorizacdo de farmacos, almejando a uma
distribuicdo mais seletiva e, assim, um aumento do indice terapéutico, principalmente apds
administracdo parenteral, e a veiculacdo de substancias ativas visando a diversos fins
mediante a administracdo oral, ocular, tdpica, transdérmica, nasal e pulmonar
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007;
TOMODA et al., 2012; SILVA et al., 2013; PARANJPE et al., 2014; DE BRUM et al., 2015;
SAVIAN et al., 2015). Estudos também vém mostrando a eficiéncia no encapsulamento de
proteinas e peptideos, além de pequenas moléculas, protegendo-os frente a degradacdo
enzimatica e hidrolitica, aumentando a sua permeacdo e biodisponibilidade, no tratamento
com agentes infecciosos e do cancer e na liberacdo cerebral de farmacos (MOHANRAJ e
CHEN, 2006; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

2.1.1 Nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas)

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores coloidais de farmacos,
classificadas como nanocapsulas ou nanoesferas, sendo diferenciadas segundo a presenca ou
auséncia do ndcleo oleoso (Figura 1) (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al.,
2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; PLAPIED et al., 2011). Estas
particulas sdo basicamente formadas por um polimero, um ou dois tensoativos, um éleo (no
caso das nanocépsulas) e o farmaco associado, dispersas em uma fase aquosa externa
(GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).
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Nanocapsula Nanoesfera
(A) (B)

- Polimero

C?) Firmaco Nidcleo

Figura 1 — Representacdo esquematica dos tipos de nanoparticulas poliméricas com farmaco: (A)
dissolvido no nucleo e/ou adsorvido na parede polimérica; (B) retido, adsorvido ou disperso molecularmente na
matriz polimérica

As nanoesferas sdo sistemas matriciais (Figura 1), onde o farmaco encontra-se disperso
no polimero, ou seja, ficando retido ou adsorvido na matriz polimérica, enquanto que as
nanocapsulas sdo consideradas sistemas vesiculares, onde o ativo encontra-se confinado em
uma cavidade que esta envolta por uma membrana polimérica, sendo assim, podendo o
farmaco estar dissolvido no ndcleo oleoso e/ou adsorvido a parede polimérica
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003a; PLAPIED et al., 2011). Em casos mais especificos, as
nanocapsulas podem apresentar um nucleo aquoso em substitui¢do ao oleoso (COUVREUR et
al., 2002).

Nas nanocapsulas, € interessante que o farmaco tenha a maior afinidade possivel com o
6leo, uma vez que o nucleo lipofilico é capaz de aumentar a concentracdo de farmaco nesses
sistemas, em relacdo as nanoesferas (SOPPIMATH et al., 2001; RAFFIN et al., 2003;
SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007). Neste
sentido, a escolha do nuacleo oleoso tem grande importancia no desenvolvimento das
nanocapsulas, visto que, dependendo das suas propriedades (viscosidade, concentracdo e
tensdo interfacial), podem interferir no tamanho das estruturas formadas, além de
influenciarem na capacidade de encapsulamento da substancia ativa. Vale enfatizar que para
essa escolha, existem alguns requisitos importantes, como boa capacidade de dissolugdo do
farmaco a ser encapsulado, ndo serem capazes de solubilizar o polimero formador das
vesiculas, e ainda apresentar auséncia de toxicidade (COUVREUR et al.,, 2002,
SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-
HUERTAS et al., 2012).

Diferentes substancias podem compor o nucleo destes sistemas, como misturas de

triacilglicerois (ex: Miglyol® 810, 812, 829), 6leos vegetais ou compostos puros (ex: oleato de
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etila) (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012b). Vale ressaltar que os triglicerideos de
cadeia média (TCM ou triacilglicerois) sdo as matérias-primas mais utilizadas para a
composi¢do do nucleo oleoso das nanocépsulas, pelo fato deles solubilizarem diferentes
farmacos (COUVREUR et al., 2002).

O polimero em torno do nucleo é essencial ao sistema, pois protege a integridade do
mesmo frente a condicbes agressivas do meio ambiente, como luz e umidade e, também, do
proprio microambiente fisiologico, auxiliando no processo produtivo e modulando a liberagéo
do farmaco, além de poder interagir favoravelmente com as barreiras bioldgicas
(COUVREUR et al., 2002; RAFFIN et al., 2003; SCHAFFAZICK et al., 2003a; ALONSO,
2004; MOHANRAJ e CHEN, 2006; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Quanto a
sua escolha, o polimero pode ser biodegradavel ou ndo, dependendo da via de administracdo a
que se pretende, e, obrigatoriamente, biocompativel, sendo suas caracteristicas fisico-
quimicas importantes no controle de liberacdo do farmaco. Os polimeros podem ser de origem
natural ou podem ser semissintéticos, como a etilcelulose, ou, ainda, sintéticos como a poli(€-
caprolactona) [PCL], o poli(acido latico) e poli(metacrilato de alquila-co-acido acrilico ou
metacrilico) — [Eudragit® S, Eudragit® RS, Eudragit® EPO] (COUVREUR et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003a; RONEY et al.,, 2005, MOHANRJ e CHEN, 2006;
GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010). Segundo Fessi e colaboradores (1989), o uso de polimeros em baixa
concentracdo é necessario para que seja possivel obter particulas pequenas, além de evitar a
formacdo de agregados. Conforme MORA-HUERTAS e colaboradores (2010), a
concentracdo de polimeros usada varia de 0,2 a 0,5% em relacéo ao solvente.

Os tensoativos sdo substancias anfifilicas, tendo grande importancia na estabilizacdo das
suspensdes, de forma a manter o tamanho reduzido das particulas, de maneira a prevenir ou
retardar a agregacdo entre as mesmas, durante o0 processo de armazenamento. Sobretudo, o
tipo e a concentracdo do polimero e de tensoativos pode afetar as propriedades dos sistemas
nanoparticulados, como diametro, distribuicdo tamanho de particulas e teor de farmaco
(SCHAFFAZICK et al., 2003a; BOUCHEMAL et al., 2004; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; FRIEDRICH et al., 2008).
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2.1.2 Preparacao e caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas polimericas

Na literatura, existem varios métodos relatados para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES et al.,
2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Muitos destes métodos estdo
geralmente baseados na polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos, no qual o polimero é
formado no momento da preparagdo das nanoparticulas, ou na precipitacdo de polimeros pré-
formados, no qual o polimero ja esta formado no momento da preparacdo das nanoestruturas
(MOHANRAJ e CHEN, 2006; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; PLAITED et al.,, 2011; SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012a,b; LAl et al., 2014).

No método de polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos, sdo utilizados mondmeros
como cianoacrilatos de alquila. A desvantagem deste método, em relacdo ao método que
emprega polimeros pré-formados, é que podem ocorrer reacfes quimicas entre 0 mondmero e
o farmaco durante o processo (COUVREUR et al., 2002; MOHANRAJ e CHEN, 2006;
GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).

Um dos métodos mais usuais € o de nanoprecipitacdo ou deslocamento de solvente,
baseado em polimeros pré-formados (FESSI et al., 1988), podendo gerar tanto nanoesferas
quanto nanocépsulas, ao inserir um 0leo a fase organica da preparacdo (FESSI et al., 1989).
No caso da formacdo de nanocapsulas, o metodo é denominado deposicdo interfacial de
polimero pré-formado (FESSI et al.,, 1989). Para isto, uma fase orgéanica, contendo o
polimero, o 6leo, um tensoativo lipofilico opcional (baixo EHL) e o farmaco, dissolvidos em
um solvente orgéanico (por exemplo, acetona ou etanol), é vertida em uma fase aquosa que
contém um tensoativo hidrofilico (alto EHL). Apds esse preparo, as estruturas sao formadas
instantaneamente por emulsificacdo espontanea, devido a mdtua miscibilidade entre a agua e
0 solvente organico. Pelo fato do polimero ser insoltvel tanto no 6leo, quanto na fase aquosa,
ele se deposita na interface dos dois componentes imisciveis. Por fim, o solvente organico é
evaporado sob pressdo reduzida. Em geral, esse método gera taxas de encapsulamento
elevadas para moléculas lipofilicas, entretanto, é pouco eficiente para encapsular substancias
hidrofilicas. Normalmente, as nanocapsulas formadas por este método apresentam diametros
que variam de 200 a 500 nm (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012a,b).
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Apds a preparacao das nanoparticulas, segue-se a caracterizacdo fisico-quimica, com a
qual se obtém um importante conjunto de informacgdes para avaliar a adequabilidade do
desenvolvimento dos sistemas, além da possibilidade de gerar informagdes que tentem
descrever a organizacdo estrutural dos componentes, a qual é dependente da composicédo
quali-quantitativa das formulac6es e do método de preparacdo escolhido (SCHAFFAZICK et
al., 2003; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; WU,; ZHANG,;
WATANABE, 2011; FONTANA et al., 2014).

Em vista disso, a caracterizacdo das nanoparticulas envolve a avaliacdo macroscopica,
morfologica (microscopia eletrénica), a determinacdo do potencial zeta (eletroforese), do pH,
a determinacdo do didametro médio e distribuicdo do tamanho de particulas (espectroscopia de
correlacdo de fotons), determinacdo da concentracdo de farmaco associado as nanoestruturas
(ultrafiltracdo-centrifugacdo ou ultracentrifugacéo), além da cinética de liberacdo do farmaco
a partir dos nanocarreadores (ex: sacos de dialise). Estes parametros avaliados sdo
importantes, pois podem influenciar a distribuigdo in vivo das nanoestruturas (destino
bioldgicof/sitio de agdo), toxicidade, perfil de liberagdo do farmaco, estabilidade do sistema e
capacidade de atravessar as barreiras bioldgicas (SCHAFFAZICK et al., 2003a; MOHANRAJ
e CHEN, 2006; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; PLAPIED et al., 2011,
MORA-HUERTAS et al., 2012; FONTANA et al., 2014; ROUSSAKI et al., 2014). Quanto a
eficiéncia de encapsulamento, a mesma depende da afinidade do farmaco pelos sistemas
desenvolvidos. Geralmente, farmacos hidrofilicos apresentam uma eficiéncia de
encapsulamento menor, enquanto a eficiéncia para farmacos lipofilicos € superior a 70%
(MOHANRAJ e CHEN, 2006; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Quanto a questdo do controle da liberagdo, como j& mencionado anteriormente, cabe
ressaltar que essa liberacdo do farmaco a partir das nanoestruturas depende de mecanismos de
dessorcdo, difusdo e processo de erosdo da particula, ou ainda, a associacdo desses fatores.
Para entender melhor como o farmaco estd associado aos sistemas € como esse processo
ocorre, & necessario o estudo da modelagem matematica (SOARES, 2003; MORA-
HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010; CRUZ et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2006).
Em um estudo realizado por Santos e colaboradores (2013), observou-se um perfil de
liberacdo correspondente a cinética de primeira ordem, ocorrendo uma Unica etapa de
liberacdo sem a ocorréncia de efeito burst. Ao ser aplicado o modelo de Lei da Poténcia foi

concluido que o mecanismo de liberagdo para o farmaco em estudo (clotrimazol) ocorreu
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através do transporte andmalo, sendo assim, nesse estudo, a liberacdo do ativo dependeu do

relaxamento do polimero acompanhado da difusdo do farmaco.

Um tipo particular de nanovesiculas, as nanocapsulas de nucleo lipidico (JAGER et
al., 2009), vém sendo desenvolvidas, em que os nucleos lipidicos sdo compostos por uma
mistura de um éleo e um lipidio s6lido (como o monoestearato de sorbitano) envoltos por uma
membrana polimérica. No trabalho de Rigo e colaboradores (2014), o comportamento de
diferentes Oleos vegetais para preparacdo de nanocépsulas de nucleo lipidico foi estudado. As
nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-
formado. Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, todas as formulacdes apresentaram
tamanho de particulas nanométrico (220 — 230 nm), potencial zeta negativo e Pdl inferior a
0,2, mantendo-se inalteradas por um periodo de 3 meses de armazenamento. Para avaliar a
influéncia do tipo de 6leo vegetal no controle da liberagdo a partir das nanoestruturas, foi
selecionado o propionato de clobetasol como farmaco modelo. Com isso, as formulacdes
mostraram um perfil de liberacdo controlado bifasico, independente do tipo de 6leo, havendo
uma liberacdo répida inicial (farmaco na superficie das particulas), seguida de uma fase
sustentada (farmaco encapsulado). No entanto, foi observada diferenca na concentracdo de
farmaco liberado a partir das formulacdes, dependendo do tipo de dleo, onde para a
formulacdo contendo 6leo de girassol essa concentracdo foi de 0,36 mg/mL, para o 6leo de
soja foi de 0,40 mg/mL e para o farelo de arroz foi de 0,45 mg/mL. Portanto, segundo o0s
autores, a escolha de um éleo no estado liquido pode ajudar a modular o controle da liberacéo

do farmaco a partir do nicleo lipidico das nanocépsulas.

2.1.3 Processo de liofilizacéo

Um processo com grande importancia que pode ajudar na estabilizacdo das
nanoparticulas é a liofilizacdo, que consiste na desidratagdo por congelamento seguida da
sublimacdo do gelo sob vacuo, que faz a passagem da &gua no estado sélido diretamente ao de
vapor. O congelamento é considerado o ponto mais importante do processo. Na literatura, séo
encontradas varias formas de congelamento (ALI; LAMPRECHT, 2014; BAZYLINSKA et
al., 2014; DADPARVAR et al., 2014). Para as nanocapsulas, diferentes condicdes de

congelamento foram empregadas, tais como armazenamento em freezer a -20 °C
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(SCHAFFAZICK et. al., 2003b), -45 °C (ABDELWAHED et al., 2006a) e -70 °C ou em
nitrogénio liquido a -196 °C (CHACON et al., 1999).

Na maior parte das vezes, a adi¢do de adjuvantes ou crioprotetores na amostra a ser
liofilizada é necesséria para evitar que as baixas temperaturas possam alterar e/ou danificar as
propriedades fisico-quimicas das particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003a,b; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; DADPARVAR et al., 2014). O objetivo dos crioprotetores &
conferir protecdo para as nanoparticulas durante o congelamento/liofilizacdo, para reduzir o
estresse do processo sobre as particulas. Alguns dos crioprotetores mais comuns encontrados
na literatura s@o os agucares, tais como trealose [Figura 2] (SAEZ et al., 2000; KONAN et al.,
2002; ALI; LAMPRECHT, 2014; DADPARVAR et al., 2014), lactose (SAEZ et al., 2000;
KONAN et al., 2002), glicose (KONAN et al., 2002), sacarose (SAEZ et al., 2000;
HIRSJARVI; PELTONEN; HIRVONEN, 2009) e o manitol (SAEZ et al., 2000; KONAN et
al.,, 2002). Quanto a quantidade de crioprotetor a ser adicionada para que essa
protecdo/estabilizacdo seja efetiva, varia conforme a composicdo da formulacdo. Séo
encontrados na literatura valores que vdo de 2% até 30% (p/v) (STRICKLEY, 2004,
BAZYLINSKA et al., 2014; KUMAR; GOKHALE; BURGESS, 2014; BRENDLE, 2013).

OH

Figura 2 - Estrutura quimica da trealose (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

No estudo de Swarnakar e colaboradores (2011), os autores obtiveram liofilizados a
partir de nanoparticulas poliméricas de poli(L-acido lactico-co-acido glicélico) — PLGA —
contendo coenzima Q10, e utilizaram como crioprotetores (5% p/v) a trealose, dextrose,
manitol e sacarose. Ao comparar o didmetro médio de particulas das suspensdes originais com
os produtos na forma sdlida (liofilizados), foram obtidos os seguintes indices de ressuspensao:
1,04, 1,22, 1,16 e 1,35 para trealose, dextrose, manitol e sacarose, respectivamente, sendo que
foi observado um aumento néo significativo de tamanho para as nanoparticulas liofilizadas
com o crioprotetor trealose. No estudo de estabilidade acelerada, as formulagfes, contendo
trealose, foram mantidas em cadmara de estabilidade com temperatura de 25 °C e 60% de
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umidade por um periodo de 6 meses, apresentando resultados positivos, ja que nao foi
observada diferenca significativa entre o tempo inicial e final para o tamanho de particulas,
Pdl e teor do ativo.

Outro estudo envolvendo o processo de desidratacdo por sublimacéo (liofilizagao) foi
realizado por Dadparvar e colaboradores (2014), no qual foram preparadas nanoparticulas de
albumina HI-6 e posteriormente obtidos os produtos liofilizados, utilizando como
crioprotetores manitol, sacarose ou trealose (1%, 2% e 3% p/v). Todos os produtos
liofilizados  apresentaram aumento  significativo no tamanho das particulas,
independentemente do tipo e da concentracdo de crioprotetor, em relacdo as suspensoes
originais, porém, esse aumento foi menor nos liofilizados com sacarose e trealose. Os autores
explicaram essa desvantagem, em relagdo ao manitol, por apresentar uma possivel formacao
de cristais de manitol durante o processo de liofilizacdo. Quanto ao teor, a diferenca entre as
suspensdes originais e os liofilizados so6 foi observada nas formulacdes com 2% de manitol e
com 3% de trealose. A formulacdo de escolha para o teste de estabilidade foi a formulagéo
utilizando trealose (3% p/v), a qual foi armazenada em diferentes temperaturas (-20 °C, 4 °C,
20 °C e 40 °C) durante 3 meses. Apos 3 meses, foi observado que o tamanho de particulas néo
diferiu significativamente nas temperaturas de -20 °C, 4 °C e 20 °C, enquanto que, para a
temperatura de 40 °C, ocorreu aglomeracdo das particulas, aumentando o tamanho
significativamente. Em relacdo ao teor durante 0s 3 meses de armazenamento, observou-se
que, na temperatura de -20 °C, ndo ocorreu degradacgéo significativa, enquanto que, para as

outras temperaturas, o teor teve um decaimento significativo ao final de experimento.

2.2 Oleo de coco

Dentre as plantas oleaginosas de grande interesse econdémico, pode-se destacar o
coqueiro - Cocos nucifera Linné (Familia Palmae). Do seu fruto (o coco) ou da sua semente, €
extraido um oleo de alto valor nutricional e farmacéutico (YONG et al., 2009). O 6leo de coco
(OC) é constituido de uma massa branca a levemente amarelada, sabor discreto, odor bem
caracteristico, com ponto de fusdo entre 23 e 26 °C, e, quando refinado, apresenta-se como
uma massa branca untuosa (EDEM, 2002; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; FOSTER,;
WILLIAMSON; LUNN, 2009). Os principais acidos graxos presentes neste 6leo sdo 0s

acidos laurico, caprico e caprilico, miristico, estearico, palmitico, oleico e linoleico, no qual
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cerca de 50 % dos &cidos graxos presentes no 6leo apresentam cadeias médias de 6 a 12
carbonos, sendo que o &cido laurico (C12) € 0 componente que apresenta a maior proporgao
(40-50 %), seguido do acido miristico (15-20 %) (LAURELES et al., 2002; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; PARFENE et al., 2013; HAMSI et al., 2014). Tradicionalmente, o
OC ¢ utilizado na industria farmacéutica como emoliente, em bases de pomadas, xampus,
sabonetes e sabonetes liquidos (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Embora ainda existam
poucos relatos na literatura, alguns trabalhos indicam que este déleo apresenta atividade
antioxidante e efeitos antifungicos (OGBOLU et al., 2007; MARINA et al., 2009a,b,c;
AGARWAL,; LAL; PRUTHI, 2010, SANTOS et al., 2014; VYSAKH et al., 2014).

Trabalhos tém indicado que o OC pode prevenir a oxidacdo de lipidios, melhorar a
atividade antioxidante in vivo, aumentando a capacidade de enzimas antioxidantes, inclusive
gerando aumento nos niveis de vitaminas antioxidantes, em funcdo da sua administracdo
(NEVIN e RAJAMOHAN, 2006; MARINA et al., 2009b,c).

O OC foi proposto como nucleo oleoso (3,0 % p/v) na preparacdo de nanocapsulas
poliméricas (SANTOS, 2012; SANTOS et al., 2014), para o encapsulamento e liberacdo
controlada do farmaco clotrimazol, utilizando como polimero o Eudragit® RS100, objetivando
a aplicacdo vaginal. Estes sistemas apresentaram atividade antifingica contra espécies
patogénicas de Candida spp. BRENDLE (2013) preparou liofilizados redispersiveis
adequados, a partir de suspensdes de nanocapsulas preparadas com OC e Eudragit® RS100,
com teor de idebenona préximo ao tedrico, em que se evidenciou a presencga de estruturas
coloidais na matriz formada pelo crioprotetor trealose (10 % p/v). Estes produtos secos,
contendo idebenona associada as nanocapsulas, foram capazes de aumentar a estabilidade

quimica do farmaco, em comparacgéo as suspensdes de origem.

2.3 Etilcelulose

A etilcelulose (Figura 3), um derivado semissintético da celulose, possui uma longa
cadeia de B-anidroglicose unida por ligacOes acetal, que vem tendo ampla aplicacéo nas areas
de alimentos, cosméticos e farmacéutica (ROWE; SHESKEY; QUIN, 2009; LAI et al., 2010).
A etilcelulose ¢ um polimero ndo-biodegradavel, biocompativel, podendo ser utilizada, na
maioria das vezes, em formulacdes orais ou topicas (LOKHANDE et al., 2013b; MURTAZA,

2012). Quanto as suas caracteristicas fisicas, encontra-se na forma de um po branco, inodoro e
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insipido, soluvel em uma vasta gama de solventes, tais como alcoois, solventes clorados e
6leos naturais, e praticamente insoluvel em glicerina, propilenoglicol e &gua (DOW
EXCIPIENTS, 2005; ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009; MURTAZA, 2012).

CH,OC,Hs

OC3Hs —

OC,Hs5

Figura 3 — Estrutura quimica do polimero etilcelulose (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Esse polimero trata-se de um material inerte, com importantes propriedades como a
auséncia de toxicidade, sendo um dos poucos polimeros insolGveis em agua com aprovagao
do FDA para uso interno. Além disto, apresenta estabilidade durante o armazenamento, boa
compressibilidade, sendo apropriado no desenvolvimento de microcapsulas, protegendo o
farmaco de interacdo, hidrélise ou oxidacdo, além de ser amplamente utilizado no controle da
velocidade de liberacdo de farmacos a partir de produtos de liberagdo sustentada, como por
exemplo, comprimidos revestidos (peliculados). Aliado a estas propriedades, apresenta um
custo relativamente baixo (DABBAGH et al., 1996; GRATTARD et al., 2002; WU et al.,
2003; LAl et al., 2010; MURTAZA, 2012). Recentemente, a etilcelulose vem sendo utilizada
para o desenvolvimento de nanoestruturas poliméricas (SUWANNATEEP et al., 2012;
LOKHANDE et al., 2013a,b; PAN-IN et al., 2014; CHASSOT et al., 2014).

Um estudo envolvendo nanoparticulas poliméricas foi proposto por SUWANNTEEP e
colaboradores (2012), sendo que neste foram desenvolvidas nanoesferas de etilcelulose
associando a curcumina, um fitogquimico com atividade antioxidante, mas que apresenta alta
instabilidade frente a luz e ao calor. Analisando as caracteristicas fisico-quimicas, observou-se
um tamanho medio de particulas de 276 nm, Pdl de 0,19, potencial zeta de -30 mV e
eficiéncia de encapsulamento de 95%, considerando todas adequadas para 0s sistemas
formados. Os autores concluiram que o nanoencapsulamento da curcumina protegeu o

farmaco contra a degradacéo e, consequentemente, prolongou a sua atividade antioxidante.
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Dois outros estudos, realizados por LOKHANDE e colaboradores (2013a,b), foram
baseados em diferencas de viscosidade e de concentracdo da etilcelulose. No primeiro
(LOKHANDE et al., 2013a), foram preparadas nanoparticulas poliméricas utilizando
etilcelulose em diferentes concentragBes, associando o hipoglicemiante repaglinida. Os
autores observaram que os valores de tamanho de particulas (90 a 240 nm), potencial zeta (-
21 a -33 mV) e eficiéncia de encapsulamento (76 a 97%) aumentaram na medida que se
aumentou a proporcdo do polimero. J& no segundo estudo (LOKHANDE et al., 2013b), foram
utilizados trés diferentes pesos moleculares de etilcelulose, também em trés diferentes
concentracdes de cada, para a associacao do cloridrato de metformina. O resultado obtido ndo
foi muito diferente do estudo anterior, sendo que 0s autores observaram que os diferentes
graus de viscosidade desse polimero afetaram o didmetro médio das particulas, o teor de
farmaco associado e o seu perfil de liberacdo a partir das nanoparticulas. Eles atribuiram esses
resultados a viscosidade da fase interna, sendo a principal razdo da mudanca de todas essas

caracteristicas.

Nanocépsulas poliméricas, utilizando a etilcelulose como polimero, foram
desenvolvidas no estudo de Chassot e colaboradores (2014), no qual foi empregado o 6leo de
améndoas para formacdo do nucleo oleoso, a fim de encapsular o dipropionato de
beclometasona para liberacdo pulmonar. Quanto as caracteristicas fisico-quimicas do sistema
proposto, observou-se que foram adequadas, apresentando tamanho médio de particulas entre
158 e 185 nm, indice de polidispersdo de 0,08 a 0,15, potencial zeta entre -11,7 e -15,9 mV,
eficiéncia de encapsulamento superior a 98 % e liberacdo controlada do farmaco.

2.4 Vimpocetina e sua associagdo a nanoestruturas

A vimpocetina (Figura 4) ¢ um farmaco ester etilico sintético, vasodilatador cerebral, da
classe dos nootrdpicos, derivado do alcaloide vincamina, extraido da folha da Vinca minor
(CHIU et al., 1988; ZHUANG et al., 2010; JUNCAI et al., 2014; LIN et al., 2014). E
amplamente utilizado, atuando em diversas células ou alvos do sistema nervoso central,
aumentando o metabolismo e a circulacdo cerebral, exibindo efeitos clinicos favoraveis em
doencas como Alzheimer, isquemia vascular cerebral crbnica, acidente vascular cerebral
agudo e disfuncao cerebral senil (CHIU et al., 1988; MOLNAR e ERDO, 1995; BONOCZK
et al., 2000; XU et al., 2009; ZHUANG et al., 2010). Esta substancia aumenta o fluxo cerebral
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na area isquémica afetada em pacientes com doencas cerebrovasculares, diminui a agregacao
plaquetéria, apresenta potentes propriedades neuroprotetoras, em Vvarios modelos
experimentais, inclusive diminuindo os danos neuronais resultantes de condi¢des de hipoxia
ou isquemia (RIBEIRO et al., 2003; PEREIRA et al., 2003).

Desta forma, segundo MOLNAR e ERDO (1995), embora a vimpocetina tenha sido
classificada como um agente nootrépico, também foram documentados importantes efeitos
neuroprotetores, tanto in vitro como in vivo. Além disso, pesquisas tem demonstrado que a
atividade antioxidante significativa deste farmaco, devido a eliminacdo de radicais livres, €

um mecanismo importante nessa neuroprotecdo (PATYAR et al., 2011).

Figura 4 — Estrutura quimica da vimpocetina [CAS 42971-09-5; [14-etoxicarbonil-3a., 160a-etil)-14,15-
eburnamina]; categoria terapéutica: vaso dilatador cerebral; massa molar 350,45 g/mol ; solubilidade em &gua: cerca
de 5 pug/mL; pka de 7,31; RIBEIRO et al., 2005; THE MERCK INDEX, 2006].

Estudos tém identificado os alvos moleculares responsaveis pelos efeitos da
vimpocetina, sendo encontradas evidéncias de que sua atividade protetora estaria relacionada
a inibicdo de canais de Na' voltagem-dependentes e com a inibi¢do indireta de processos
moleculares iniciados pelo aumento dos niveis intracelulares de Ca®*, entre outros (PEREIRA

etal., 2003).

O papel protetor da vimpocetina em relacdo ao estresse oxidativo, induzido por
ascorbato/Fe®*, em terminais nervosos isolados (sinaptossomas) tem sido avaliado. Com a
analise dos resultados foi observado que a vimpocetina é eficiente em prevenir a lesdo
induzida por ascorbato/Fe** em sinaptossomas, inibindo a formac&o de espécies reativas de
oxigénio e a peroxidacdo lipidica, protegendo as membranas celulares do ataque dos radicais
livres, concordando com os dados clinicos que mostram a importancia da vimpocetina no
tratamento de varias doencgas cerebrovasculares, onde a producdo de espécies reativas de
oxigénio e a peroxidagdo lipidica ocorrem em elevada extensdo (PALMEIRA et al., 1993;
CARDOQOSO et al., 1998; SANTOS et al., 2000; PEREIRA et al., 2003). A vimpocetina, assim
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como a-tocoferol, também foi capaz de inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio
induzidas por acido 3-nitropropiénico e a peroxidacdo lipidica em terminacfes nervosas
isoladas, indicando importante agdo neuroprotetora deste composto (HERRERA-MUNDO;
SITGES, 2013).

Em pesquisas mais recentes, a vimpocetina tem se destacado também como farmaco
com potencial uso em epilepsia, com acdo bastante pronunciada em relagdo a farmacos
classicamente empregados para este proposito (NEKRASSOV e SITGES, 2008; SITGES et
al., 2011), além de inibir o crescimento de células de cancer de mama tanto in vitro quanto in
vivo (HUANG et al., 2012).

Esse farmaco foi introduzido no mercado mundial em 1978, estando geralmente
disponivel na forma de comprimidos contendo 5 mg de substancia ativa, como, por exemplo,
0 produto CAVINTON® (RIBEIRO et al., 2003; THE MERCK INDEX, 2006) e VICOG®
(Marjan Induastria e Comércio LTDA), com indicacdo para tratamento de sintomas oriundos
de problemas cognitivos relacionados as patologias cerebrovasculares.

No entanto, a vimpocetina é caracterizada por possuir uma baixa biodisponibilidade
(7%) ap6s administracdo oral, resultante por ser pouco solivel em meio aquoso, e por possuir
um significativo efeito de primeira passagem (XU et al., 2009; ZHUANG et al., 2010;
SOZANSKI et al., 2011). Segundo PATYAR e colaboradores (2011), a biodisponibilidade da
vimpocetina, quando administrada com alimentos aumenta cerca de 60-100%, em
comparagao quando o farmaco é administrado em jejum. Em vista disso, tem-se desenvolvido
sistemas diferenciados na tentativa de melhorar a biodisponibilidade deste farmaco (LUO et
al., 2006; LIN et al., 2014). Sistemas baseados em ciclodextrinas (RIBEIRO; FERREIRA;
VEIGA, 2003; RIBEIRO; FERREIRA; VEIGA, 2005; RIBEIRO et al., 2007; LIN et al.,
2014), nanoparticulas lipidicas solidas (LUO et al., 2006), prolipossomas (XU et al., 2009) e
carreadores lipidicos nanoestruturados (ZHUANG et al., 2010) sdo algumas dessas tentativas.

A vimpocetina é facilmente eliminada do organismo, tendo uma meia-vida de
eliminacdo, apos administracdo oral, em torno de uma a duas horas (ZHUANG et al., 2010;
PATYAR et al.,, 2011), sendo que, devido ao curto tempo de meia-vida biologica e a
necessidade de administracdo geralmente cronica, € interessante o desenvolvimento de formas
farmacéuticas de liberacdo modificada/controlada, aumentando seu valor clinico em relacdo a
formas farmacéuticas convencionais (RIBEIRO; FERREIRA; VEIGA, 2005). Devido a
resposta farmacologica do farmaco estar diretamente ligada a sua concentracdo no sitio de

acao requerido, uma alternativa para o seu direcionamento, com consequente aumento da sua
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biodisponibilidade, € a associacdo a sistemas carreadores de farmacos (COUVREUR et al.,
2002).

No estudo de LUO e colaboradores (2006), foram preparadas nanoparticulas lipidicas
solidas contendo vimpocetina, com a finalidade de melhorar a biodisponibilidade oral do
farmaco. Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, onde se obteve um tamanho
médio de particulas de 70 a 200 nm, potencial zeta de -17 mV a -40 mV, e eficiéncia de
encapsulamento de 97% a 99%. A estabilidade de duas formulagbes selecionadas foi
analisada ap0s seis meses e um ano de armazenamento a 4 °C, onde ndo se observou um
aumento significativo no tamanho, tendo uma minima reduc¢do (= 2%) na eficiéncia de
encapsulamento. Também, foi realizado um estudo de farmacocinética por via oral, conduzido
em ratos machos Wistar, e os resultados mostraram que as nanoparticulas lipidicas solidas
apresentaram uma melhora significativa na biodisponibilidade da vimpocetina comparada

com o farmaco livre.

Um estudo para melhorar a biodisponibilidade oral da vimpocetina, foi realizado por
ZHUANG e colaboradores (2010). Neste trabalho, a vimpocetina foi incorporada a
carreadores lipidicos nanoestruturados, através do método de homogeneizacédo de alta presséo.
As formulacBes apresentaram um tamanho médio de particulas de 107 a 177 nm, dependendo
do lipidio utilizado, potencial zeta de -13 mV a -25 mV, dependendo do tensoativo, e
eficiéncia de encapsulamento de 83% a 95% conforme o lipidio empregado na formulacgéo.
No estudo de liberacdo in vitro, observou-se que a vimpocetina foi retida no sistema, tendo
um perfil de liberacdo sustentada do farmaco, sem efeito burst (pH 6,8). O estudo de
farmacocinética in vivo mostrou que a biodisponibilidade relativa da formulacao foi de 322%
em comparacdo com uma suspensao controle (suspensdo de vimpocetina preparada pela
dissolucdo de comprimidos comerciais em uma solucdo de 0,5% de CMC-Na), em ratos
Wistar apds administracdo oral. Concluiu-se que o veiculo lipidico nanoestruturado ofereceu
uma abordagem em potencial para aumentar a biodisponibilidade oral do farmaco.

Lin e colaboradores (2014) também estudaram a associacdo da vimpocetina com
ciclodextrinas incorporadas a carreadores lipidicos nanoestruturados, com o objetivo de
melhorar a absorcdo oral desse farmaco. Ao analisar os resultados obtidos, os autores
obtiveram tamanho médio de particulas de 89 a 152 nm, potencial zeta de -12,5 a +13,1 mV,

Pdl de 0,14 a 0,44 e eficiéncia de encapsulamento de 59,4 a 85,7%. Com isso, observaram
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que essa associacdo foi positiva, sendo capaz de melhorar a biodisponibilidade oral do
farmaco, em coelhos.

El-Dahmy e colaboradores (2014) estudaram a incorporacdo da vimpocetina em micelas
poliméricas, objetivando o aumento medio in vivo de permanéncia do farmaco apos a
administracdo intravenosa. Os autores obtiveram valores de encapsulacdo de farmaco,
tamanho de particulas, Pdl e potencial zeta considerados adequados. Os processos de
liofilizacdo e esterilizagdo também se mostraram favoraveis, ndo afetando as caracteristicas
das formulacdes originais. Ainda, foi observado, nos resultados in vivo (em coelhos), que o
nanocarreador mostrou um valor de meia-vida significativamente mais elevado e tempo
médio de resisténcia quando comparado com o produto comercial. Assim, 0s autores
concluiram que as micelas podem ser consideradas nanocarreadores promissores para

farmacos lipofilicos.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Matérias-primas

Etilcelulose (Cotia, Brasil):

Ethocel™ Standard 10 Premium Ethylcellulose— Colorcon® (Etil10)

Ethocel™ Standard 20 Premium Ethylcellulose — Colorcon® (Etil20);
Monoestearato de sorbitano (Span 60®) — Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil);
Oleo de coco virgem organico (TheraHerb VCO, Filipinas) — Fignelli Comércio
Importacdo e Exportacdo (Nitero6i, Brasil);
Polissorbato 80 (Tween 80®) — Delaware (Porto Alegre, Brasil);
Poli(e-caprolactona) [M, 80.000; (PCL)] - Sigma-Aldrich
Triglicerideos de cadeia média (TCM) — Alpha Quimica (Porto Alegre, Brasil);
Vimpocetina — Attivos Magisttrais (Sao Paulo, Brasil).

Trealose - Attivos Magisttrais (S&o Paulo, Brasil).

3.1.2 Solventes e outros materiais

Acetona - Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil);

Agua ultrapura — Mega Purity Water Purification;

Etanol — Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil);

Metanol grau HPLC — Tedia (Rio de Janeiro, Brasil);

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

Membranas hidrofilicas (nylon; 0,45 um; Sartorius-EUA; didmetro de 13 mm ou 47
mm);

Membrana de celulose para tubos de dialise, 10 mm (MWCO = 12,000 a 14,000 Da,
Sigma-Aldrich, MO, USA).
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Todos os outros solventes e reagentes empregados apresentaram grau analitico e foram

utilizados como recebidos.

3.1.3 Equipamentos

e Agitador magnético — Tecnal TE-0851

e Agitador Vortex — Phoenix Luferco AP56

e Balanca analitica — Shimadzu AUY 220

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

e Evaporador Rotatorio — Fisatom 558

e Microcentrifuga — Sigma 1-14

e Liofilizador (LIOTOP L 101, Liobras)

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

e Ultrassom — ALT Sonic Clean 3PA

e ZetaSizer® Nano series Nano-Zs — Malvern Instruments

3.2 Métodos

3.2.1 Teste de inchamento/dissolucao de filmes poliméricos

Primeiramente, foram preparados filmes poliméricos de etilcelulose (Etil10 e Etil20).
Para isto, o p6 de cada um dos polimeros foi pesado (2,0 g) e dissolvido em 20 mL de
acetona, formando um liquido viscoso. Na sequéncia, esse liquido foi deixado na capela até
evaporacao total do solvente. Apds a formacdo dos filmes, estes foram cortados em porgdes
de 600 a 800 mg. Os filmes foram pesados em balanga analitica e o valor anotado, sendo, em
seguida, imersos completamente no TCM (n = 3) e deixados em temperatura ambiente. Esses
filmes também foram imersos no 6leo de coco (n = 3), sendo que estes foram mantidos em
estufa com temperatura de 37°C, durante todo experimento, para permanecer no estado
liquido. Apés 1, 2, 3, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de imersdo, os filmes foram retirados do
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contato com o 6leo, com auxilio de uma pinca, secos suavemente com papel absorvente e,

novamente, pesados em balanca analitica.

3.2.2 Preparacéo dos sistemas nanoestruturados

As suspensfes de nanocépsulas foram preparadas atraves do método de deposicao
interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al., 1989). Desta forma, a fase organica,
contendo vimpocetina, o polimero (Etil10 ou Etil20), o tensoativo de baixo EHL
(monoestearato de sorbitano — Span® 60), o 6leo (OC ou TCM), em um solvente organico
miscivel em &gua (acetona), foi mantida sob agitacdo a 40 °C, até a dissolugdo total dos
componentes (aproximadamente 50 minutos). Em seguida, a fase organica foi vertida,
lentamente, com auxilio de um funil sobre a fase aquosa, contendo o tensoativo de alto EHL
[polissorbato 80 (Tween® 80)], sendo a mistura mantida sob agitacio moderada, durante 10
minutos a temperatura ambiente. Apds, a mistura foi evaporada, sob pressdo reduzida,
empregando rotavapor, para eliminacdo do solvente organico e ajuste do volume final (10
mL), obtendo-se, assim, suspensdes de nanocapsulas na concentracdo tedrica de 1,0 mg/mL
de vimpocetina. Para fins comparativos, formulacfes sem farmaco também foram preparadas,
da mesma maneira. Todas as formulagOes foram preparadas em triplicata e a composi¢édo
guali-quantitativa pode ser observada na tabela 1. As suspensdes foram designadas
TCM/Etil10, TCM/Etil20, OC/Etil10 ou OC/Etil20, conforme o oOleo e a etilcelulose
empregados.

Tabela 1 - Composicdo quali-quantitativa das suspensdes de nanocapsulas contendo
vimpocetina

Tensoativo Tensoativo Agua/  Volume

Formulagéo PoI(Lr/:)e ro %I/i;) de baixo de alto Vim?é)/;: )e tina  Acetona final*

EHL (%) EHL (%) ML) (mL)
TCM/EI0 10 30 077 0,77 0,1 Sl jomL
OCIELil10 10 30 077 0,77 0,1 Sl jomL
TCM/ELI20 10 30 077 0,77 0,1 Sl jomL
OCIELil20 10 30 077 0,77 0,1 ST aomL

*Ap0s a evaporacao da acetona e parte da agua.
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Vale salientar que para se obter as formulacdes estudadas neste trabalho (Tabela 1),
anteriormente, foram feitos testes preliminares mediante a preparacéo de outras formulagoes
apresentando 0s mesmos constituintes, exceto pela substituicdo do polimero etilcelulose pela
poli(e-caprolactona) [M, 80.000; (PCL); Sigma-Aldrich]. Testes adicionais também foram
feitos aumentando a concentrago dos tensoativos (Span® 60 e Tween® 80) de 0,77% (Tabela

1) para 1,0 % e do solvente (acetona) de 27 mL (Tabela 1) para 53 mL.

3.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

Cada lote (n = 3) de formulacdo foi avaliado, logo apds a preparacdo, atraves da
determinacdo das seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH, didmetro médio, indice de

polidispersdo (Pdl), potencial zeta, teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento (EE%).

3.2.3.1 Determinacéo do pH

O pH das formulacbes foi determinado diretamente nas suspensdes de nanocapsulas,

utilizando potenciémetro previamente calibrado com solug6es tampéo de pH 4,00 e 7,00.

3.2.3.2 Determinacao do diametro médio das particulas, indice de polidispersao (Pdl) e
potencial zeta

Os diametros médios e Pdl das particulas em suspensdao foram avaliados por
espectroscopia de correlacdo de fotons a 25°C, através do equipamento Zetasizer® Nano
Series (Malvern Instruments), ap6s diluicdo das amostras (500 vezes) com agua MilliQ®.

Com relacdo ao potencial zeta, este foi determinado por eletroforese, no mesmo

equipamento, apds diluicdo das amostras em NaCl 10 mM (500 vezes).

3.2.3.3 Determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulamento (EE) da vimpocetina

A metodologia foi baseada no trabalho de ELBARY e colaboradores (2002), adaptada
para quantificacdo da vimpocetina nas suspensdes desenvolvidas e validada pelo método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV). A técnica consistiu em pipetar 150 ul da
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suspensdo em um baldo de 10 mL (concentracdo teodrica de 15,0 pg/mL), adicionou-se
metanol e deixou-se em ultrassom por 30 minutos. Ap6s completado o volume do baldo com
metanol, a amostra foi filtrada e injetada no cromatografo para a determinacéo do teor total
de vimpocetina nas formulacdes [Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japan), equipado com bomba
modelo LC-20AT, detector UV/VIS SPD-M20A (arranjo de diodos — PDA) e sistema
controlador CBM-20A e com injecdo automatica (volume de injecédo de 20 pL)].

Para a determinacdo da EE (concentracdo de vimpocetina associada aos sistemas
nanoestruturados), as suspensdes foram submetidas a técnica de ultrafiltracdo-centrifugacéo
(Amicon® Ultra 10,000 MW; Millipore), onde o farmaco livre, presente na fase aquosa, foi
separado das nanoestruturas e analisado por CLAE-UV. A técnica consistiu em adicionar 300
WL das suspensBes aos dispositivos, que permaneceram na microcentrifuga por 10 minutos a
7.000 rpm, para obtencdo do ultrafiltrado. A EE foi calculada a partir da diferenca entre as
concentracdes total e livre de vimpocetina, determinadas na suspensdo e no ultrafiltrado,

respectivamente, de acordo com a equacao 1:

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

Teor total

3.2.4 Validacdo do método analitico por CLAE-UV para a determinacdo do teor de
vimpocetina nas nanoestruturas

A validagdo seguiu os parametros preconizados pela International Conference on
Harmonisation (ICH, 2005) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2003): especificidade, linearidade, limites de quantificacdo e deteccdo, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo. As condi¢fes cromatogréficas validadas
foram as seguintes: fase mdvel metanol/agua (80:20 v/v), contendo 0,1% de trietilamina e
acido acético glacial 10% (para ajuste do pH 7,0); vazéo de 1,5 mL/min; volume de injecdo de
20 puL; comprimento de onda de detec¢do de 274 nm; coluna cromatografica Cig 250 mm x

4,6 mm, 5 um, 110 A — Nanoseparation, e pré-coluna Cig, 4 x 3,0 mm — Phenomenex.

Para avaliar a especificidade do meétodo, foi feita a analise da pureza do pico da

vimpocetina e realizada uma comparacdo entre 0s cromatogramas das suspensfes de
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nanocapsulas sem a presenca do farmaco e contendo a vimpocetina, a fim de verificar se 0s

excipientes das formulages interferem no pico do farmaco.

Quanto a linearidade, primeiramente, foram preparadas trés solugdes padrdo contendo
1,0 mg/mL de vimpocetina cada, em metanol, a partir das quais foram preparadas trés curvas
analiticas constituidas pelas concentragdes de 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 e 25,0 ug/mL, em trés dias
diferentes, onde os dados foram avaliados através da regressdo linear pelo método dos
minimos-quadrados (n = 3). O limite de deteccdo [LD (ug/mL)] e o limite de quantificacéo
[LQ (png/mL)] foram determinados a partir da média das trés curvas analiticas obtidas,
utilizando as Equacdes 2 e 3, onde o DP é o desvio padrdo do intercepto e IC é a inclinacao da

curva analitica.

LD = DPI’E3’3 Equacdo (2)
LQ = Dpl’é 10 Equacdo (3)

A fim de confirmar a precisdo do método, foi avaliada a repetibilidade (intra-dia) e a
precisdo intermedidria (inter-dias). Assim, foram preparadas seis diluicdes em metanol a partir
de uma mesma suspensdo de nanocapsulas contendo vimpocetina, na concentracdo teorica de
15,0 pg/mL, sob as mesmas condicdes, no mesmo dia (intra-dia) e em dois dias consecutivos
(inter-dias), por dois analistas diferentes. Os resultados foram expressos através do desvio
padréo relativo (DPR%).

J& a exatiddo do método foi confirmada através da analise da recuperagdo de farmaco.
Para isso, foram avaliados trés niveis de concentracdo [baixo (7,0 pg/mL), médio (15,0
pug/mL) e alto (23,0 pg/mL)]. A analise consistiu em adicionar, em balGes de 10 mL, 50 yL da
formulacdo contendo vimpocetina para todos os niveis de concentracfes e 0s volumes de
20,0, 100,0 e 180,0 uL da solucdo padrdo de vimpocetina (1000 pg/mL), para cada nivel de

concentragdo respectivamente; logo apos, os bal6es foram aferidos com metanol (n=3).
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3.2.5 Estudo da estabilidade das formulacGes contendo vimpocetina

A fim de avaliar a estabilidade das formulagdes, as suspensdes de nanocépsulas
contendo vimpocetina foram armazenadas por 90 dias a temperatura ambiente e protegidas da
luz (frascos de vidro ambar).

Nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias, foram coletadas amostras das formulagdes, sendo estas
submetidas as analises de pH, didmetro médio, Pdl, potencial zeta e teor de vimpocetina,

conforme anteriormente descritas. O estudo foi realizado em triplicata de lote (n = 3).

3.2.6 Estudo da cinética de liberacdo in vitro da vimpocetina a partir das suspensfes de
nanocapsulas

A avaliagdo da liberacdo in vitro foi realizada com as suspensdes de nanocépsulas
(TCM/ELil10; OC/ELil10; TCM/ELtil20; OC/Etil20), através da técnica de difusdo em sacos de
dialise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da, Sigma-Aldrich), em condic¢do sink, utilizando como
meio de liberacdo tampdo fosfato pH 6,8:etanol (70:30, v/v). Para fins comparativos, foi
empregada uma solucdo metandlica do farmaco (1,0 mg/mL) e comprimidos comerciais
(Vicog®- vimpocetina 5 mg) dispersos em &gua ultrapura, nas mesmas concentracdes das
suspensdes (1,0 mg/mL).

Cabe especificar que, quanto aos comprimidos comerciais, inicialmente, foram feitos 5
diferentes testes preliminares de extragdo da vimpocetina a partir dos mesmos, sendo que 0
escolhido para fazer o doseamento do comprimido (CLAE-UV), em triplicata, foi colocar 3
comprimidos diretamente em balGes volumétricos (3) de 5 mL e deixar sonicando por 10
minutos. Apoés, foram retiradas 3 aliquotas da suspensdo obtida de cada baldo, gerando um
total de 9 amostras para a quantificacdo da vimpocetina, segundo a metodologia anteriormente
descrita (item 3.2.4). O teor médio obtido, destas amostras (9), foi usado no calculo do

percentual liberado a partir do comprimido comercial disperso, no ensaio da liberagéo in vitro.

Entdo, preencheu-se os sacos de didlise com 1,0 mL das amostras (aproximadamente
1000 pg de farmaco) e entdo foram colocados em béqueres contendo 200 mL de meio de
liberacdo, mantidos sob agitacdo magnética a temperatura de 37 °C. Em intervalos de tempo
pré-determinados, aliquotas de 1,0 mL de meio foram coletadas, repondo-se 0 mesmo volume
de meio fresco, aquecido a mesma temperatura. As coletas para o experimento foram
realizadas por um periodo de 72 horas para as suspensdes de nanocapsulas e os comprimidos

comerciais e de 16 horas para a solugdo metanodlica. A analise das amostras coletadas foi
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realizada diretamente por CLAE-UV [cromatdgrafo SHIMADZU, Kyoto, Japdo, LC-10A,
equipado com uma bomba modelo LC-10AD, com detector UV SPD-10A, sistema
controlador SCL-10A e injetor automatico Rheodyne (volume de injecdo de 50 pL)],
utilizando a coluna e a fase mdvel descritas na determinacéo do teor (item 3.2.4). Foi também
preparada uma solucdo mae de vimpocetina em metanol (1,0 mg/mL) e, a partir desta, feita a
curva analitica (0,125 a 16,0 pg/mL) empregando o0 mesmo meio utilizado para a liberagéo,
para aferir o volume final dos balGes da curva. O experimento foi realizado em triplicata de

lote de formulacdo (n=3).

A partir dos dados gerados no ensaio de liberacdo in vitro, os perfis foram analisados
através de modelagem matematica (Scientist 2.0 sofware - MicroMath®, USA), empregando a
abordagem modelo-dependente [ordem zero, primeira ordem (monoexponencial ou
biexponencial) e Lei da Poténcia/Korsmeyer-Peppas — equacdo 6]. O modelo mais adequado
(monoexponencial: equacdes 4 e 5), para descrever os dados gerados, foi selecionado baseado
no maior coeficiente de correlacdo (r), maior critério de selecdo do modelo (MSC) e melhor
ajuste grafico.

Primeiraordem & C = C,.e7kt (Equacéo 4)
Meia-vida > t1, = R (Equagio 5)
Modelo de Korsmeyer-Peppas - f, =a.t" (Equacéo 6)

Onde, C se refere a concentracdo no tempo t, C, é a concentracdo inicial do farmaco, k

é a constante de velocidade de liberacéo, t1 /, é o0 tempo para liberar 50% do farmaco presente,

fi € a fracdo de farmaco liberada no tempo t (horas), a € a constante que incorpora
caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de liberacdo e n é o expoente que indica 0

mecanismo de liberacdo do farmaco.

3.2.7 Preparacao dos liofilizados a partir das suspensdes de nanocapsulas

ApoOs a preparagdo das suspensdes de nanocédpsulas (volume final de 25 mL)
(TCM/ELilI10; OC/Etil10; TCM/Etil20; OC/Etil20), estas passaram pelo processo de

liofilizagdo. Este processo consistiu em adicionar a suspensdo em frascos de vidro de boca
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larga (n=3), juntamente com 10,0 % (p/v) do crioprotetor trealose, deixar sob agitacdo
magnética até a dissolucdo total do carboidrato e, entdo, levar ao freezer em temperatura de
cerca de -35 °C para o congelamento das amostras (24 horas). Na sequéncia, essas amostras
foram submetidas a desidratacdo em liofilizador (LIOTOP L 101, Liobras) a uma temperatura
de aproximadamente -55 °C durante 24 horas, para obtencdo dos produtos secos. Para fins
comparativos, uma solugdo do adjuvante (trealose a 10,0 %) também foi liofilizada. Os
liofilizados foram preparados em triplicata (n = 3) e armazenados nos mesmos frascos de

vidro, deixados no dessecador e ao abrigo da luz (revestidos com papel aluminio).

3.2.8 Caracterizacao fisico-quimica dos liofilizados

Cada lote (n = 3) de po liofilizado foi avaliado, logo ap6s a preparacdo, através da
determinacdo do didametro médio de particulas, apds ressuspensdo em agua, e teor de farmaco.

Analise morfoldgica também foi realizada através de microscopia eletronica.

3.2.8.1 Determinacao do diametro médio das particulas

O diametro médio das particulas foi determinado por espectroscopia de correlacdo de
fotons (Zetasizer®), a 25 + 2 °C. Para isso, os liofilizados foram pesados (0,310 g) e
redispersos em agua ultrapura (1,0 mL) a fim de se obter a mesma concentracdo dos
componentes da suspensdo original. As amostras de cada lote (n=3) foram submetidas a
agitacdo magnética durante 15 minutos e, apds, uma aliquota foi retirada e diluida em agua
ultra pura (1:500 v/v). Na sequéncia, as amostras foram filtradas em membrana hidrofilica
(0,45 pum) e levadas para analise.

Para calcular o indice de ressuspensédo das particulas, que representa a recuperacéo do
tamanho médio de particulas em relacdo as suspens@es originais, foi feita a relacdo entre o
tamanho meédio das particulas dos pos apos a redispersdo em agua (tamanho final) e o

tamanho médio das suspens6es (tamanho inicial), conforme explica a equacgéo 7.

indice de ressuspensio = ? Equacdo (7)

1

Onde, S, significa o diametro medio das paticulas dos liofilizados apds a redisperséo

em &gua e S; o diametro medio das particulas das suspensdes coloidais originais.
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3.2.8.2 Determinacao do teor dos liofilizados

Para a determinacdo do teor de vimpocetina nos pés, a técnica consistiu em pesar
exatamente uma quantidade correspondente ao valor tedrico de 150 pg do farmaco
(concentracédo de 15,0 pg/mL) em um baldo de 10 mL. Apds, adicionou-se metanol e deixou-
se em ultrassom por 30 minutos. O volume do baldo foi completado com metanol, filtrado e
levado para anélise no cromatdgrafo (CLAE-UV), segundo a mesma metodologia descrita

para as suspensdes (item 3.2.4).

3.2.9 Analise morfol6gica dos liofilizados

Para a analise morfoldgica das formulagdes liofilizadas, as amostras contendo as
nanocapsulas e a amostra da solucdo aquosa de trealose liofilizada foram colocadas sobre um
suporte metélico e metalizadas utilizando ouro, por 30 segundos (metalizador Desk |1, Denton
Vacuum), e, entdo, observadas empregando um Microscopio Eletrdnico de Varredura (MEV,
Jeol JSM-6360), localizado no Departamento de Engenharia Mecanica da UFSM. Empregou-
se uma voltagem de 10 kV, para obtencdo de imagens nos seguintes aumentos: 1.500X,
2.500X e 4.300X.

3.2.10 Estudo da estabilidade dos liofilizados

Com o intuito de avaliar a estabilidade dos liofilizados, os pos foram armazenados por
90 dias em dessecador e protegidos da luz (frascos de vidro transparente recoberto por papel
aluminio).

Nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias, os pds foram submetidos a analise de teor de farmaco
conforme metodologia descrita anteriormente (item 3.2.8.2; 3.2.4). O estudo foi realizado em
triplicata (n = 3).

3.2.11 Avaliacgéo preliminar da citotoxicidade in vitro das suspens@es de nanocapsulas
contendo vimpocetina

Primeiramente, as células [linhagem celular de fibroblastos NIH-3T3] (2 x 10%0,2

mL) foram incubadas por um periodo de 24 horas, em triplicata, com as amostras em placas
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de 96 pocos. Apds o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e uma nova aliquota
de meio contendo Alamar Blue (10 %) foi acrescentada, seguido de incubagdo por 4 horas a
37 °C. Para a analise, a leitura da fluorescéncia foi conduzida em espectrofluorimetro (Perkin-
Elmer LS55), empregando os comprimentos de onda de 530 e 590 nm, correspondentes a
excitacdo e emissdo, respectivamente.

A avaliacdo da citotoxicidade preliminar das suspensdes de nanocépsulas contendo
vimpocetina (OC/Etil10; TCM/Etil10 ou TCM/ELil20), das respectivas formulagfes sem o
farmaco (OC/Etil10_SF; TCM/Etil10_SF ou TCM/ELtil20_SF) e da vimpocetina livre
(solucéo), frente as celulas de fibroblastos (NIH 3T3), correspondendo a dose de 100,0 pg/mL
de farmaco, foi realizada. Essas células foram incubadas com as amostras, por 24 horas, € a
viabilidade celular foi avaliada pelo método do Alamar Blue.

O controle do experimento correspondeu a 100 % de viabilidade das células (sem
tratamento) e o paclitaxel (70 pg/mL) foi usado como controle positivo do método. O
experimento foi realizado em triplicata (n=3) nas placas, a partir de um lote de cada
formulacdo, e os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Estes ensaios foram
realizados na Universidade Federal de Santa Catarina, sob a colaboracéo da Prof®. Dr.2 Tania

Beatriz Creczynski Pasa, com auxilio da Dr?. Adny Henrique Silva.

3.2.12 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA)
e teste t, a um nivel de significancia de 5%. Para avaliar os dados de citotoxicidade,
empregou-se ANOVA, seguido do teste de comparacdo multipla de médias de Dunnett’s
(GraphPad Prism®).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados poliméricos

4.1.1 Teste de inchamento/dissolucao de filmes poliméricos de etilcelulose

Para que haja a formacdo do envoltério polimérico das nanocépsulas, o polimero
utilizado deve ser insollvel tanto no 6leo como no meio aquoso (LEGRAND et al., 2007).
Estudos empregando TCM (RAFFIN et al., 2003; KULKAMP et al., 2009; SANTOS et al.,
2013) ou OC (SANTOS et al., 2014), utilizando diferentes polimeros (PCL ou Eudragit RS®),
ja s@o encontrados na literatura para a formacéo de nanocapsulas.

Previamente a preparacdo das suspensdes de nanocapsulas, foi realizado o teste de
inchamento/dissolucéo de filmes poliméricos, com o intuito de verificar se ha compatibilidade
entre 0s 6leos TCM ou OC com o polimero etilcelulose (Etil10 ou Etil20). Os valores obtidos
nas pesagens dos filmes poliméricos (n = 3) imersos por um total de 90 dias podem ser
observados na Figura 5.

A partir desses valores, pode-se verificar que os pesos dos filmes imersos no TCM
aumentaram levemente com o passar dos dias, cerca de 3,19 % para Etil10 e de 5,65% para
Etil20, apds 90 dias, sendo que o polimero de massa molecular/viscosidade maior apresentou
aumento significativo de peso em relagdo a Etil10. Este aumento, apesar de pequeno, foi
significativo (p<0,05), tanto empregando o polimero de menor massa molecular quanto o de
maior, mostrando que o 6leo inchou as cadeias poliméricas. Quanto aos filmes imersos no
OC, ndo foi observada diferenca significativa nos pesos ap6s o contato com o 6leo. Como néo
houve dissolucgdo, e, sim, apenas um leve aumento, no caso do TCM, os dois 6leos foram
considerados adequados para a formacado das nanocapsulas e continuacdo deste estudo.

O contrério (redugdo nos pesos) foi observado no trabalho de Guterres e colaboradores
(2000), onde ocorreu a dissolugéo de filmes de PCL e poli(acido latico) quando colocados em
contato com benzoato de benzila, ocorrendo, possivelmente, a formacdo de micelas coloidais
ao invés de nanocépsulas, demonstrando a importancia de efetuar este teste de pré-formulagéo
no desenvolvimento destes sistemas. Recentemente, Silva e colaboradores (2013), utilizando

estes experimentos, inferiram que paredes poliméricas estaveis ao redor do ndcleo oleoso,
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composto por vitamina K1, seriam obtidas, pois ndo houve variacdo nos pesos de filmes de

PCL devido ao contato com mesma, durante 30 dias.
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Figura 5 — Gréaficos com os pesos dos filmes de etilcelulose apds 90 dias de imersdo em TCM (A) ou OC (B).
*Diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial.
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4.1.2 Preparacéo preliminar dos sistemas nanoestruturados

No inicio do desenvolvimento das formulagdes, primeiramente, foram preparadas
suspensdes de nanocapsulas de PCL (1,0% p/v) contendo 6leo de coco (3,0% p/v), Span® 60
(0,77% pIv), vimpocetina (0,1 % p/v) e acetona (27 mL) na fase organica, e Tween® 80
(0,77% p/v) e agua (53 mL) na fase aquosa, sendo estas propor¢des usuais para preparagédo de
nanocapsulas pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Logo apds a remocdo do excesso de solvente e
ajuste final (10 mL) no evaporador rotatorio, notou-se que essa formulacdo apresentou
precipitados. Com este resultado, pensou-se na possibilidade de preparar essa mesma
formulacéo alterando algumas de suas proporcdes. A partir disto, foi preparada uma nova
suspensdo de nanocéapsulas aumentando a concentracdo do Span® 60 (1,0% p/v), do Tween®
80 (1,0% p/v) e da acetona (53 mL). Apos estas modificacdes, observou-se que a formulagédo
ficou estavel por um periodo de tempo maior (aproximadamente 2 — 3 dias), antes que
aparecessem os primeiros precipitados. Com isso, foram feitas as analises de diametro médio,
Pdl e potencial zeta, mas os valores obtidos ndo foram adequados. Esta formulacdo
apresentou diametro médio elevado, distribuicdo de tamanho ndo homogénea e potencial zeta
préximo de zero.

A partir destes dados, optou-se pela troca do PCL por outro polimero empregado para
liberacdo controlada e com uso permitido para via oral. Foram, entdo, preparadas formulagdes
nas mesmas concentracdes iniciais citadas acima, substituindo somente o polimero PCL pela
etilcelulose (Etil10 ou 20; tabela 1). ApGs as novas preparac@es, observou-se que estas ndo
apresentaram precipitados visiveis por varios dias. A analise macroscopica dessas suspensdes
mostrou que apresentaram aspecto homogéneo.

Com a obtencdo dos melhores resultados, as formulagdes utilizando Ethocel® 10 ou
20, e OC ou TCM foram as selecionadas para as analises de caracterizacdo, estudo de
estabilidade, teste de liberacdo in vitro, processo de liofilizagdo e avaliagdo preliminar de
citotoxicidade.

4.1.3 Validagdo do método analitico por CLAE-UV para a determinacdo do teor de
vimpocetina nas suspensfes nanoestruturadas

Para que fosse possivel uma correta determinacdo do teor de vimpocetina nas

suspensdes, primeiramente, foi realizada a validagdo do método analitico a ser utilizado.
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Sendo que, é essencial utilizar métodos analiticos bem definidos e validados para se obter
resultados confiaveis que possam ser interpretados de forma satisfatoria.

O termo especificidade nos informa a capacidade do método em detectar o analito de
interesse na presenca de outros componentes da formulacdo (BRESSOLLE; BROMET-
PETIT; AUDRAN, 1996). Ao analisar a sobreposicdo dos cromatogramas (Figura 6) da
formulacdo sem o farmaco (a) e com a presenca da vimpocetina (b), observou-se que nédo
houve interferéncia dos constituintes da formulagdo no pico do farmaco e a pureza de pico foi
confirmada por avaliar as amostras usando um detector do tipo PDA (indice de pureza de pico

foi de 1,0000), indicando que o método é especifico para determinacdo da vimpocetina.
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Figura 6 — Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV; A: nanocépsulas de OC com (b) e sem (a)
farmaco. B: nanocéapsulas de TCM com (b) e sem (a) farmaco.

Quanto a linearidade, as curvas analiticas (n=3) descritas pela equacdo y = 28.433x —
28.735 apresentaram coeficiente de correlacdo maior do que 0,99. Esses resultados
demonstraram que 0 método proposto € linear na faixa de concentracdo analisada (5,0 — 25,0
pg/mL). Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram de 1,324 pg/mL e 4,013
pg/mL, respectivamente, demonstrando a sensibilidade do método para baixas concentragdes

do farmaco.
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Os resultados obtidos para a analise da repetibilidade (preciséo intra-dia) e da precisao
intermediéria (precisdo inter-dias) estdo expressos na Tabela 2, observando-se que ambos 0s
ensaios (intra-dia e inter-dia) obtiveram valores de DPR menores que 2,0 %, demonstrando
que o método é preciso. Para as analises de precisdo e exatiddo foi escolhida a formulagéo

considerada como a matriz mais complexa, contendo 6leo de coco (OC) e Etil 20.

Tabela 2 — Andlise de precisao

Concentracdo Concentracdo

- . Teor DPR
Amostra tedrica experimental (%) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) ° °
Dia 1 (n=6) 15,00 13,75+0,21 91,65 + 1,37 1,49
Dia 2 (n=6) 15,00 13,77 +0,23 91,77 + 1,56 1,70
Inter-dias 15,00 13,76+ 0,21 91,71+1,40 153
(n=12)

Em relagdo a exatiddo, as amostras foram analisadas em trés niveis de concentragdo do
farmaco (baixo, médio e alto), onde os valores de recuperacdo alcancados para este ensaio
estdo entre 101 % e 103 % (Tabela 3), o que indica que o0 método possui exatiddo satisfatoria
na faixa de concentracdo estudada (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Tabela 3 — Anélise de exatidao

Amostra Concentracao

Nivel de Valor obtido Recuperacéo

x conhecida adicionada o
concentracao (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL) (%)
Baixo 4,60 2,00 6,79 £0,12 102,85+ 1,76
Médio 4,60 10,00 14,78 + 0,12 101,21 + 0,82

Alto 4,60 18,00 23,08 £ 0,03 102,14 £ 0,12
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Com esses resultados pode-se observar que o método analitico, adaptado de Elbary e
colaboradores (2002), mostrou-se adequado para a quantificacdo do farmaco nas formulacGes

de nanocépsulas desenvolvidas.

4.1.4 Caracterizacdo fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

A etapa da caracteriza¢do das nanoestruturas, em triplicata de lote, envolveu a anélise
do tamanho médio das particulas, do Pdl e do potencial zeta, do pH das suspenses, do teor de
farmaco presente e da porcentagem de farmaco encapsulada (EE).

No presente trabalho, foram utilizadas etilceluloses de diferentes viscosidades, a
Ethocel™ Premium 10 e a Ethocel™ Premium 20, que estdo designadas como Etil10 e Etil
20, respectivamente, onde a Ethocel™ 10 apresenta uma viscosidade que varia de 9 a 11
mPa.s (cP) e a Ethocel™ 20 varia de 18 a 22 mPa.s (cP) (DOW EXCIPIENTS, 2005; ROWE;
SHESKEY, QUINN, 2009). Dispersdes deste polimero com maior viscosidade tendem a
indicar que é composto por cadeias poliméricas mais longas (ROWE; SHESKEY, QUINN,
2009).

Os resultados referentes as avaliagdes fisico-quimicas das formulagcbes selecionadas
estdo disponiveis na Tabela 4, as quais apresentam composi¢cdo quali-quantitativa descrita na
Tabela 1. Os graficos de distribuicdo de tamanho de particulas e potencial zeta (n=3) das

formulacGes desenvolvidas podem ser visualizados nas Figuras 7 e 8.

Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas (n=3) das suspensfes de nanocapsulas de
etilcelulose, empregando TCM ou OC como nucleo e o farmaco vimpocetina (1,0 mg/mL),
apés a preparagao

Formulagges ~ Diametro *Pdl Potencial H Teor total
v médio (nm) Zeta (mV) P (%)

TCM/ELil 10 134+17 0,124+0,07 -200+2,2 6,42+0,15 95+0,01

OC/Etil 10 169+09 0,111+0,01 -240+15 6,69+0,03 95+0,01

TCM/Etil 20 113+06 0,132+0,02 -180+19 6,65+0,06 95+0,01

OC/Etil 20 154+03 0,113+0,01 -195+13 6,80+0,10 94+0,02

*Pdl: Indice de Polidispersio
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Figura 7 — Graficos de distribuicdo de tamanho de particulas das formulag¢des (n=3), obtidos através
de espalhamento de luz dindmico (TCM/Etil10, OC/Etil10, TCM/Etil20 e OC/Etil20,
respectivamente).
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Figura 8 — Graficos do potencial zeta (n=3) das formulagdes (TCM/Etil10, OC/Etil10, TCM/Etil20 e
OC/Etil20, respectivamente).
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Considerando a analise dos resultados, as formulacdes obtidas apresentaram aspecto
macroscopico homogéneo, com coloracdo leitosa branca e com reflexo azulado (Efeito
Tyndall), caracteristico dos sistemas coloidais (SANTOS MAGALHAES et al., 2000;
GUTERRES; POHLMANN; SCHAFFAZICK, 2007).

Como pode ser observado na tabela 4, as médias dos diametros das suspensdes de
nanocapsulas variaram entre 113 a 169 nm, estando de acordo com os didmetros médios das
suspensdes de nanocdpsulas normalmente encontrados quando preparadas a partir de métodos
de polimeros prée-formados (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; PLAPIED et al.,
2011; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2013; BAZYLINSKA et al., 2014; CHASSOT et
al.,, 2014; SANTOS et al., 2014; VILLALBA et al.,, 2014; KUMAR; VERMA; SINGH,
2015). Observou-se diferenca significativa (p<0,05) somente entre os 6leos, de maneira que
as formulacGes com TCM apresentaram menor diametro médio de particulas em comparacgéo
aquelas com OC, tanto empregando Etil10 quanto Etil20. Isso nos mostra que o 6leo pode
interferir no tamanho das particulas, ja que a natureza do nucleo oleoso das nanocépsulas é
descrita como um dos fatores que pode influenciar o didmetro médio das particulas, atribuido
as diferencas de hidrofobicidade, viscosidade e tensdo interfacial das substancias utilizadas
(LOSA et al., 1993; MOSQUEIRA et al., 2000). Enquanto que, para 0 mesmo 0leo, nao foi
observada diferenca significativa (p>0,05) quando se comparou os polimeros, ndo havendo
influéncia da viscosidade/massa molecular.

Cabe reforcar que o mecanismo de formacdo das nanocapsulas poliméricas, atraves da
técnica de deposicdo interfacial de polimero pré-formado, ocorre espontaneamente pela rapida
difusdo do solvente e pode ser explicado pela turbuléncia interfacial durante a difuséo, devido
a miscibilidade entre os solventes empregados (FESSI et al., 1989; PLAPIED et al., 2011,
BAZYLINSKA et al., 2014; LAl et al., 2014; VILLALBA et al., 2014; KUMAR; VERMA;
SINGH, 2015), no caso do presente trabalho, 4gua e acetona.

Assim como a determinacdo do tamanho de particula, o Pdl, que reflete a
homogeneidade de distribuicdo, € um parametro que deve ser cuidadosamente avaliado nas
suspensdes de nanoparticulas (GUTERRES et al, 1995a; CALVO, VILA-JATO e ALONSO,
1996; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

Ao analisar os resultados de Pdl, em todas as formulacGes, os valores foram
satisfatorios ficando abaixo de 0,2, o que indica uma estreita distribuicdo de tamanho,
evidenciando, consequentemente, homogeneidade adequada desses sistemas (GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; FRIEDRICH et al., 2008; ALMEIDA et al., 2010;
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CHASSOT et al., 2014). Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as formulacGes
segundo este parametro.

Com isso, vale ressaltar que o tamanho médio das particulas e a homogeneidade da
populacdo nanometrica sdo caracteristicas chave dos sistemas nanoparticulados para se obter
uma melhor aplicabilidade, pois influenciam na estabilidade das nanoparticulas, além da
influéncia na distribuicdo in vivo, na toxicidade e na capacidade de liberacdo do farmaco no
sitio de acdo desejado (MOHANRAJ et al., 2006; JORNADA et al., 2012).

O potencial zeta das nanoparticulas reflete o seu potencial de superficie, sendo que
guanto maior o potencial zeta, em mddulo, maior é a probabilidade da suspensdo manter-se
estavel, pois as particulas se repelem umas as outras superando a tendéncia natural a
agregacdo. Isso explica a razdo de um valor relativamente alto em médulo ser importante para
uma boa estabilidade fisico-quimica, onde grandes forcas repulsivas tendem a evitar a
agregacao em funcdo das colisdes ocasionais das nanoparticulas adjacentes (SCHAFFAZICK
et al, 2003a). Segundos alguns autores, o potencial zeta destas estruturas coloidais &
influenciado principalmente pela natureza quimica do polimero, pelos estabilizantes e pelo pH
do meio, além da influéncia da concentracdo dos componentes da formulacdo, inclusive do
principio ativo (SCHAFFAZICK et al., 2003a; TEIXEIRA et al., 2005; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010). A determinacdo do potencial zeta é de extrema importancia para
que se prevejam caracteristicas das nanoestruturas, pois a carga de superficie das
nanoparticulas € essencial para a internalizacdo celular destas, para o seu agrupamento no
fluxo sanguineo e na adesdo/interacdo com membranas celulares de cargas opostas (FENG,
2004).

Na tabela 4, pode-se observar que, independente do tipo de 6leo utilizado, as
suspensdes apresentaram potenciais zeta negativos, isso se deve a natureza quimica do
polimero. Os valores de potencial zeta variaram entre -18,0 a -24,0 mV, sendo que somente
observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagbes OC/Etil10 e OC/Etil20,
indicando um maior potencial zeta, em mddulo, para a formulacdo com menor massa
molecular. As nanocépsulas de etilcelulose preparadas por CHASSOT e colaboradores
(2014), com Gbleo de améndoas, também apresentaram potencial zeta negativo (-11,7 a -15,9
mV).

A medida do pH é um outro pardmetro importante, pois fornece informacdes relevantes
sobre a estabilidade de formulagdes nanoparticuladas, visto que alteragdes no pH podem estar
relacionadas com a degradagdo de algum componente da formulagéo ou até mesmo difusdo da
substancia ativa da particula para o meio aquoso (GUTERRES et al, 1995; SCHAFFAZICK
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et al, 2003a). Em relacdo ao polimero, pode fornecer informagcdes como indicios de
degradacdo desta matéria-prima, relaxamento das cadeias poliméricas e ioniza¢do de grupos
carboxilicos  funcionais, quando presentes (SCHAFFAZICK et al, 2003a).

Normalmente, os valores de pH das dispersdes de nanoparticulas preparadas pelo
método de nanoprecipitacdo encontra-se na faixa de 3,0 a 7,5. O monitoramento do pH, em
fungéo do tempo, pode nos informar detalhes relevantes sobre a estabilidade das formulagdes.
Além disso, o pH também parece ser um fator importante na sua biodistribuigdo
(SCHAFFAZICK et al., 2003a; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As
formulacGes, deste estudo, apresentaram valores de pH entre 6,42 e 6,80, sendo que estes
valores foram obtidos logo ap6s o preparo das mesmas. Foi observado que a formulacdo
TCM/ELil10 diferiu significativamente em relacdo a OC/Etil10 quanto ao pH, mostrando leve
influéncia do tipo de Oleo nas suspensdes preparadas com polimero de menor massa
molecular (p<0,05).

Em relacdo ao teor total de vimpocetina, presente nas suspensdes de nanocépsulas
(Tabela 4), todas apresentaram teores adequados, entre 94 e 95%, considerando a
concentracgdo teorica (1,0 mg/mL), sem diferenca significativa entre as formulacdes (p>0,05).

A EE do farmaco nos sistemas nanoestruturados tem uma enorme importancia na
avaliacdo completa dos pardmetros fisico-quimicos, visto que a quantidade de farmaco
encapsulada pode influenciar na performance do sistema (SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Os valores de EE obtidos para os 4 tipos de formulacdo ficaram préximos a 100 %
(aproximadamente maior do que 99 %), independentemente da natureza do 6leo e da massa
molecular do polimero empregado. Em funcdo da natureza da vimpocetina, molécula
lipofilica, com baixa solubilidade em &gua, estes resultados eram esperados pela maior
afinidade em relacdo as nanocapsulas do que pela fase dispersante. Resultados estes similares
as EE obtidas para outros sistemas nanoestruturados, lipidicos, contendo vimpocetina,
conforme relatado na literatura. Zhuang e colaboradores (2010) prepararam carreadores
lipidios nanoestruturados através do método de homogeneizacdo de alta presséo e obtiveram
valores de EE que variaram de 83 a 95%. Ja no trabalho de Luo e colaboradores (2006), foi
observada uma EE de 97 a 99%. Como mencionado anteriormente, a natureza quimica do
farmaco é um dos principais fatores para determinar a eficiéncia de encapsulamento, sendo
que, em geral, os farmacos mais lipossoluveis tem particdo favorecida ao coloide (SHENQY;
AMIJI, 2005; STELLA et al., 2007).
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4.2 Estudo de estabilidade das formulagdes contendo vimpocetina

O estudo de estabilidade auxilia na garantia da seguranca e eficdcia de produtos
farmacéuticos, sendo considerado um dos fatores mais importantes a serem avaliados no
processo de desenvolvimento das formulacbes (BRASIL, 2005).

Em relacdo ao aspecto macroscopico, as formulagbes se mantiveram homogéneas
durante os 90 dias de armazenamento (temperatura ambiente; protecdo da luz), sem a
presenca de precipitados visiveis e sem alteracdo na coloragéo.

A analise do didmetro médio de particulas e sua distribuicdo sdo parametros
importantes na avaliacdo da estabilidade fisica das nanoestruturas (WU et al., 2011). Como
pode ser observado na Figura 9, o didmetro médio das particulas se manteve submicrométrico
para todas as formulac6es durante os 90 dias de armazenamento, apresentando um aumento
significativo (p<0,05) apenas no periodo de 60 dias para a formulacdo OC/Etil20, quando

comparada ao tempo inicial.
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Figura 9 — Diametro médio das suspensfes de nanocapsulas contendo vimpocetina, armazenadas por 90 dias.

*Diferenca significativa em relacéo ao tempo inicial.

Por sua vez, quanto a distribuicdo de tamanho de particulas, avaliada através do Pdl,
os valores médios mantiveram-se abaixo de 0,14 e ndo se observou nenhuma alteracéo

significativa (p>0,05) para todas as formulacdes, durante o periodo do estudo (Figura 10).
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Figura 10 — indice de polidispersdo (Pdl) das suspensdes de nanocapsulas contendo vimpocetina, armazenadas

por 90 dias.

Ainda, outros parametros que podem fornecer informacgdes importantes, na avaliagéo
da estabilidade dos sistemas nanoestruturados, sao o potencial zeta e o pH das formulagdes.

O potencial zeta reflete a carga de superficie das particulas, sendo importante que seu
valor em mdédulo seja relativamente alto, para reduzir a agregacdo das particulas,
possibilitando uma melhor tendéncia a estabilidade fisico-quimica das suspensdes coloidais
(COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a; BAZYLINSKA et al., 2014). Os
valores de potencial zeta podem variar bastante dependendo do tipo e da composicao de cada
formulagéo (WU; ZHUANG; WATANABE, 2010).

Na Figura 11, pode-se verificar que, no geral, os valores de potencial zeta variaram de
-24,0 a -14,5 mV, sendo observada reduc&o significativa (p<0,05), em modulo, apenas para as
formulagGes contendo OC, tanto com Etil 10 quanto com Etil 20, ap6s 90 dias em relacdo ao

tempo inicial.
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Figura 11 — Valores de potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas contendo vimpocetina, armazenadas por

90 dias. *Diferenca significativa em relagdo ao tempo inicial.

Em relacdo ao pH, foi observado um decaimento significativo (p<0,05) para todas as
formulacdes a partir de 30 dias (Figura 12). Diminuicdo deste pardmetro também ja foi
reportado durante o armazenamento de suspensdes de nanocapsulas preparadas com outros
polimeros e farmacos, em funcdo de provavel degradacdo de componentes (SCHAFFAZICK
et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009; SANTOS et al., 2013; SANTOS et al., 2014), como
degradacdo de polimeros (ex: PCL) ou de triglicerideos (6leo), liberando &cidos graxos, ou,
ainda, relaxamento de cadeias poliméricas.
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Figura 12 — Valores de pH das suspensfes de nanocapsulas contendo vimpocetina, armazenadas por 90 dias.

*Diferenca significativa em relacéo ao tempo inicial.

Conforme o teor total de farmaco (Figura 13), foi observado que, durante o periodo de
armazenamento, as formulacbes TCM/EtiI10 e OC/Etil20 ndo apresentaram alteracdo
significativa no teor de vimpocetina. Por sua vez, a formulacdo OC/Etil10 apresentou redugéo
significativa no teor ap6s 30 e 60 dias de armazenamento. Ja para a formulagcdo TCM/Etil20,
essa diferenca ocorreu apos 60 e 90 dias da preparagdo, como mostra a Figura 13. Apesar
destas alteracBes nos teores, os valores mantiveram-se acima de 90% para todas as

formulagoes.



65

100

%k * %
80 - 3 i 2 #
60 - ® Tempo
3 3t D = inicial
i 3% = : m30dias
401 8 3 - 5 w60 dias
:-90 dias
20 1 1 3 H &
0 - - | o | e | = .

TCM/ETIL 10 OC/ETIL 10 TCM/ETIL 20 OC/ETIL 20
Formulagdo

Teor (%)

Figura 13 — Teor de vimpocetina nas suspensdes de nanocépsulas armazenadas por 90 dias. *Diferenca

significativa em relacdo ao tempo inicial.

4.3 Estudo da cinética de liberacdo da vimpocetina a partir das suspensdes de
nanocapsulas

O perfil de liberacdo in vitro de um farmaco associado a nanocapsulas depende de uma
variedade de fatores como, natureza, massa molecular e concentracdo do polimero,
biodegradabilidade, concentracdo e caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, condi¢des do
método de preparacdo, natureza do nucleo oleoso, tamanho das nanoparticulas, condi¢fes do
ensaio de liberacdo (pH do meio, temperatura, tempo de experimento), entre outros. Sendo
assim, para a determinacdo do perfil de liberacdo in vitro, é importante uma boa avaliacdo das
condigdes estabelecidas para a realizacdo de cada estudo (MORA-HUERTAS, FESSI,
ELAISSARI, 2010).

O estudo de liberacéo foi realizado atraves da técnica de difusdo em sacos de dialise a
37 °C, a qual ¢ bastante usual para a avaliacdo da cinética de liberacdo de farmacos a partir de
sistemas nanoestruturados (MORA-HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010; ZHUANG et al.,
2010; SANTOS et al., 2014). Neste trabalho, o experimento foi conduzido durante 72 horas
para as suspensdes de nanocapsulas desenvolvidas e 16 horas para a solugdo metanolica do
farmaco livre (controle), sendo obtidos os perfis de liberagcdo da vimpocetina no meio de

liberacdo tampdo fosfato pH 6,8:etanol (70:30, v/v). Para garantir o processo difusivo ao
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longo do estudo de liberacdo, a manutencdo de condicao sink foi respeitada durante todo o
periodo de experimento. Esta é uma situacdo fundamental para a realizacdo da modelagem
matematica dos dados, uma vez que as equacdes de difusdo tornam-se de dificil resolucdo em
condi¢cdes de acimulo de farmaco no meio de liberacdo, sendo que para este estudo a
solubilidade determinada no meio empregado foi de 99,8 ug/mL (WASHINGTON, 1990;
SAARINEN-SAVOLAINEN et al., 1997). Ainda, o método mostrou-se especifico, ja que o
meio de liberagdo (tampéo fosfato:etanol) ndo interferiu na quantificacdo do farmaco, e linear
na faixa de concentracdo de 0,125 a 16,00 pg/mL (ANOVA, p<0,05), sendo a equacdo
y=65.278x + 11.153 (r=0,9991), obtida a partir da construcéo de trés curvas analiticas.

Conforme pode-se observar na figura 14, todas as suspensdes de nanocapsulas
(TCM/ELil 10; TCM/ELtil 20; OC/Etil 10; OC/Etil 20) apresentaram uma liberacdo controlada
do farmaco, quando comparadas a difusdo do farmaco livre. As formulacGes onde se utilizou
0 6leo de coco, como nucleo oleoso, apresentaram liberacdo média de 57,97 + 2,39 % em
associacdo com a Etil 10 e de 64,47 + 3,60 % com a Etil 20, ap6s as 72 horas de experimento.
Enquanto que essa porcentagem foi menor para as formulages onde se utilizou TCM,
apresentando liberacdo de 50,83 + 1,11 % para Etil 10 e de 44,71 + 1,39 % para Etil 20, ap6s
0 mesmo periodo. Ao comparar a influéncia do tipo de o6leo, observou-se diferenca
significativa (p<0,05) tanto com o uso da Etil 10 quanto 20, no tempo de 72 h. Por sua vez, ao
comparar a influéncia do tipo de etilcelulose, observou-se diferenca significativa (p<0,05)
somente entre as formulacbes preparadas com TCM. Ja a solucdo de vimpocetina (farmaco
livre) completou sua difusdo em 16 h, indicando a influéncia do sistema nanoestruturado em
fornecer uma liberacdo lenta e gradual, interessante para futuros tratamentos crdnicos
empregando o farmaco associado.

Segundo a diferenca de peso molecular desse polimero, alguns estudos ja foram
realizados e indicaram que, ao utilizar etilcelulose de peso molecular menor, a velocidade de
liberacdo se tornara mais acelerada, quando comparada a utilizacdo de uma etilcelulose de
maior peso molecular (GRATTARD et al., 2002; MURTAZA, 2012).
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Figura 14 - Perfil de liberacdo in vitro da vimpocetina a partir das diferentes nanocapsulas (TCM/Etil10;
TCM/ELiI20; OC/ELil10; OC/Etil20) em comparagdo a difusdo do farmaco livre (solugdo metandlica).

As nanocapsulas poliméricas sdo consideradas sistemas reservatorios, pelo fato do
farmaco encontrar-se separado do meio de dissolucdo por um revestimento, uma membrana
ou uma interface, devendo transpor essa barreira para ser liberado para o meio (OLIVEIRA et
al., 2002). Com isso, diferentes comportamentos cinéticos poderdo ser esperados para um
farmaco dissolvido no nicleo oleoso destas estruturas ou retido/adsorvido em sua parede
polimérica (SOARES, 2003; MORA-HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010). Frente ao
exposto, é de fundamental importancia uma anélise adequada da liberacdo do ativo (ABDEL-
MOTTALEB, NEUMANN, LAMPRECHT, 2011), no sentido da proposic¢do da localizacdo
do farmaco nos sistemas coloidais, a qual podera influenciar a performance dos sistemas
desenvolvidos.

Para a melhor escolha do modelo matematico dos dados obtidos, foram observados o
melhor ajuste gréfico (figura 19), o maior critério de selecdo do modelo (MSC) e o maior
coeficiente de correlacdo (r). A modelagem dos perfis de liberagdo de vimpocetina indicou
que o modelo que melhor descreveu o comportamento dos dados de liberacdo obtidos foi o
monoexponencial, descrito na pagina 44 (equacao 4). Esse modelo nos fornece a constante de
velocidade observada do processo (k). Esses valores fazem a correlacdo da dissolucdo do
farmaco diretamente com o tempo, onde chamamos esta relacdo de constante cinética de

primeira ordem (DOMINGUES, 2006). Como e possivel observar na tabela 5, as constantes
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cinéticas para a liberacdo do ativo para todos os lotes de suspensdes e solucdo de farmaco
livre foram calculadas e estdo ordenadas de maneira crescente: TCM/Etil 20 (k = 0,0080 h™),
TCMI/Etil 10 (k = 0,0100 h™), OC/Etil 10 (k = 0,0121 h™), OC/Etil 20 (k = 0,0151 hY),
Solucéo (k = 0,1677 h™). Considerando analise estatistica, verificou-se diferenca significativa
(p<0,05) entre todas as formulacdes quanto aos valores de K (constante de velocidade),
havendo influéncia do tipo de 6leo e da massa molecular do polimero.

Desta forma, observa-se que, com a utilizagdo do TCM como ndcleo oleoso, a
formulacéo contendo Etil10 apresentou uma velocidade de liberacdo mais rapida comparada a
Etil20, conforme apontado em outros estudos onde uma maior massa molecular apresentou
maior controle de liberacdo (GRATTARD et al., 2002; MURTAZA, 2012). J& com o uso do
6leo de coco, a velocidade de liberagdo da vimpocetina foi levemente mais répida para a
Etil20 em relacdo a Etil10.

Estas influéncias observadas nos perfis devem-se, provavelmente, a um conjunto de
fatores, como as diferentes massas moleculares do polimero, viscosidade do componente
oleoso e/ou diferentes interagdes 6leo/polimero ou mesmo distintas areas superficiais/nimero
de particulas dos sistemas. Ressalta-se que o experimento de liberacao foi realizado em uma
temperatura de 37°C e ambos os 0Oleos estdo no estado liquido. A partir desses dados, se
correlacionarmos o teste de liberagdo com o inchamento polimérico, observou-se que apesar
dos filmes de Etil20 terem apresentado um percentual de inchamento levemente maior (5%)
em TCM, em relacdo aos filmes de Etil10 (3%), as nanocapsulas preparadas com polimero de
maior massa molecular mantiveram um maior controle de liberacdo da vimpocetina.

A partir dos valores das constantes (k) do modelo monoexponencial, foram calculados
os tempos de meia-vida (equacdo 5, pagina 44), onde se obteve os seguintes valores: 86,62
horas para TCM/Etil 20; 69,3 horas para TCM/Etil 10; 57,27 horas para OC/Etil 10; 45,89
horas para OC/Etil 20; e 4,13 horas para a solucdo de farmaco livre. Quanto a andlise
estatistica, os valores de k obtidos para as formulagdes desenvolvidas, e, consequentemente,
0s tempos de meia-vida de liberacdo dos mesmos, apresentaram diferenca significativa em
relacdo aos mesmos pardmetros calculados para a vimpocetina em solucdo (p < 0,05). As
nanocépsulas desenvolvidas apresentaram valores de tempo de meia-vida de liberacdo de
aproximadamente 11 a 21 vezes maiores do que a solucdo do farmaco livre, indicando o
controle da liberacdo, que foi dependente da composi¢cdo nucleo/massa molecular do

polimero.
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Como ja relatado, o modelo que melhor descreveu os perfis de liberacdo foi o

monoexponencial (r>0,99), ou seja, a liberacdo dependeu apenas da concentra¢do do farmaco

(cinética de primeira ordem), sendo descrito por uma equacgdo constituida por um dnico termo

exponencial, indicando que a liberacdo da vimpocetina ocorreu em uma Unica etapa, sem

haver liberacdo rapida inicial (efeito burst). A obtencdo desses resultados sugere que,

possivelmente, toda a fracdo de vimpocetina presente nas nanoestruturas esteja confinada no

interior das nanocépsulas (ndcleo baseado em TCM ou OC), corroborando com 0s resultados

de eficiéncia de encapsulamento, que foram superiores a cerca de 99%.

Tabela 5 — Pardmetros calculados através dos modelos de primeira ordem e Lei da Poténcia
para as nanocapsulas (TCM/Etil10, TCM/Etil 20, OC/Etil 10 e OC/Etil 20) e a solucdo do

farmaco (n = 3)

Nanocapsulas Nanocapsulas Solucéo
(TCM/ELil 10) (TCM/ELil 20)
Monoexponencial
r 0,9964 + 0,0014 0,9977 + 0,0002 0,9966 + 0,0003
k (h™) 0,0100 + 0,0004 0,0080 + 0,0003 0,1677 + 00,0033
Lei das Poténcias
r 0,9969 + 0,0013 0,9967 + 0,0005
a 0,0267 + 0,0019 0,0145 + 0,0016
n 0,8565 + 0,0161 0,9999 + 0,0221

Nanocépsulas

Nanocéapsulas

(OCI/Etil 10) (OC/Etil 20)

Monoexponencial

r 0,9978 + 0,0012 0,9984 + 0,0016
k (h™) 0,0121 £+ 0,0008 0,0151 + 0,0014
Lei das Poténcias

r 0,9982 + 0,0008 0,9955 + 0,0017
a 0,0312 + 0,0020 0,0369 + 0,0029
n 0,8189 + 0,0148 0,7858 + 0,0158
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Figura 15 — Graficos indicando o melhor ajuste a0 modelo monoexponencial para os dados da liberagdo
da vimpocetina a partir das suspensdes de nanocapsulas e farmaco livre.

Apds, foi avaliado o mecanismo de liberacdo da vimpocetina a partir dos sistemas
nanoparticulados poliméricos desenvolvidos (tabela 5), empregando a Lei da Poténcia
(Korsmeyer-Peppas). O modelo de Korsmeyer-Peppas € utilizado para analisar o processo de
liberacdo de formas farmacéuticas poliméricas, no qual o mecanismo de liberacdo ndo seja
bem conhecido ou, ainda, quando possa haver o envolvimento de mais de um tipo de
mecanismo de liberagdo. Esses processos podem ser classificados como difuséo Fickiana

(caso 1) ou Néo-Fickiana (transporte anémalo e caso 1) (COSTA, 2002; MANADAS; PINA;
VEIGA, 2002).



71

A partir da aplicacdo desse modelo foi possivel a obtencdo dos parametros a e n, que
correspondem & constante que incorpora as modificagdes estruturais e as caracteristicas
geométricas do sistema e ao expoente de liberacdo difusional, relacionado ao mecanismo de
liberacdo de farmaco, respectivamente (RITGER; PEPPAS, 1987).

Para os sistemas com geometria esférica, sdo considerados alguns limites para o
expoente de liberacdo (n), os quais estdo descritos abaixo (RITGER; PEPPAS, 1987):

n<043 - Difuséo Fickiana
043<n<0,85 ->  Transporte Anbmalo

n>0,85 —->  Transporte de Caso Il

Conforme os resultados obtidos, os valores de n s&o 0,79 e 0,82 para as suspensdes
contendo OC, apresentando, assim, uma liberacdo do tipo transporte anémalo, onde a
liberacdo do principio ativo ocorreu através do relaxamento das cadeias poliméricas, seguida
por difusdo da vimpocetina. Enquanto que, para as formulagdes onde se utilizou TCM, os
valores de n sdo 0,89 e 0,99, indicando uma liberacdo do tipo transporte de caso I, que esta
relacionado aos fendmenos de intumescimento (relaxamento) do gel, envolvendo a transicao
de um estado semirrigido a outro mais flexivel (RITGER; PEPPAS, 1987; PEPPAS;
SAHLIN, 1989; COSTA, 2002; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; VIER; SILVA, 2011),
sendo que ambos os transportes (anémalo e caso Il) s&o comportamentos do modelo néo-
Fickiano. Geralmente, o processo de difusdo ndo-fickiana € mais usual em polimeros vitreos,
guando a temperatura do dispositivo de liberacdo é inferior a temperatura de transicdo vitrea
(Tg) (AGNES; ORTEGA, 2003). A Tg da etilcelulose é 129 a 133 °C (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009), bem acima da temperatura ambiente ou de 37°C, corroborando com o
presente trabalho.

A difuséo Fickiana é caracterizada por apresentar uma elevada velocidade de difusdo
do solvente para o interior da matriz e uma baixa velocidade de relaxamento, induzindo a
formagéo de um gradiente de penetracdo do solvente. Por outro lado, no processo de difuséo
ndo-fickiana as cadeias poliméricas ndo possuem mobilidade suficiente para permitir uma

rapida penetracdo do solvente no interior da matriz polimérica. O processo de difusédo ndo-
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fickiana, como ja mencionado, apresenta dois modelos: transporte andmalo e transporte caso
I1, onde a diferenca baseia-se, sobretudo, na velocidade de difusdo do solvente. O transporte
andmalo apresenta uma velocidade de difusdo e de relaxamento na mesma ordem de
magnitude, enquanto que no transporte caso Il a velocidade de difusdo do solvente é maior
que o relaxamento do polimero (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; AGNES; ORTEGA,
2003; STEINGRABER; SCHTOLTZ; RODRIGUES, 2008; SIEPMANN; PEPPAS, 2012).

A interagdo oOleo/polimero influenciou o mecanismo de liberacdo, independentemente
da massa molecular da etilcelulose. Considerando as formulacgdes preparadas com OC, em
que ndo foi detectado inchamento dos filmes poliméricos (Etil10 ou Etil20) pelo dleo, o
transporte anémalo foi indicado como mecanismo de liberacdo. Por sua vez, para as
nanocapsulas preparadas com TCM, o mecanismo baseou-se em transporte de caso Il, que
poderia corroborar com a pequena tendéncia ao inchamento dos filmes a nivel macroscopico,
fato que, a escala coloidal, em hipdtese, explicaria a maior velocidade de entrada de solvente
em relacdo ao relaxamento das cadeias poliméricas, as quais provavelmente estariam mais

distanciadas em funcéo do 6leo.

Rigo e colaboradores (2014) verificaram que o tipo de éleo (farelo de arroz, girassol
ou soja) influenciou a liberacdo do propionato de clobetasol, a partir de nanocapsulas de
ndcleo lipidico, preparadas com PCL e monoesterato de sorbitano. Houve uma correlagdo
entre o indice de consisténcia do nucleo lipidico (6leo/monoestearato) e a velocidade de
liberacdo do farmaco, de maneira que quanto maior este indice maior foi o controle de

liberagdo em ambas as fases (burst e sustentada).

Ainda, deve-se ressaltar que os resultados obtidos para o estudo da cinética de
liberacdo in vitro corroboram com a literatura, uma vez que estudos demonstram a capacidade
de nanocépsulas em promover a liberacdo controlada de diversos farmacos (FONTANA et al.
2009; SANTOS et al., 2013; SANTOS et al.,, 2014; BRENDLE, 2013). CHASSOT e
colaboradores (2014) verificaram que houve liberacdo controlada do dipropionato de
beclometasona a partir de nanocapsulas de etilcelulose, sendo o mecanismo de liberagdo do
farmaco do tipo transporte andmalo. Cabe ressaltar que o 6leo utilizado, de améndoas, ndo
causou inchamento de filmes poliméricos ao ficarem imersos no mesmo durante 60 dias,
similarmente ao observado com os resultados obtidos, no presente trabalho, com o OC (Etil10
ou 20).
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4.3.1 Estudo comparativo da cinética de liberacdo da vimpocetina a partir das

suspensdes e de comprimidos comerciais

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se comparar os perfis de liberagdo das suspensdes
de nanocapsulas, com o perfil de difusdo do comprimido comercial de vimpocetina — Vicog®
(Comprimidos contendo 5 mg de vimpocetina; excipientes: celulose microcristalina, lactose

monoidratada, amidoglicolato de sédio, estearato de magnésio e dioxido de silicio).

Para isso, o estudo foi realizado nos mesmos parametros citados anteriormente:
utilizou-se a técnica de difusdo em sacos de dialise a 37 °C, durante 72 horas tanto para as
suspensdes quanto para os comprimidos comerciais, no meio de liberacdo tampao fosfato pH
6,8:etanol (70:30, v/v), respeitando-se a condicdo sink. Deve-se ressaltar que ndo houve
interferéncia dos adjuvantes do comprimido no pico de retencdo do farmaco, demonstrado
através da pureza do pico (maior do que 0,999), empregando 0 mesmo método analitico usado

para as nanocapsulas (CLAE-UV).

Inicialmente, foi feita a extragcdo da vimpocetina a partir dos comprimidos comerciais
e conforme os resultados, o teor de farmaco nos comprimidos foi de 90 % + 0,01 (n=9), sendo

o valor empregado no célculo do experimento de liberacao.

A figura 16 demonstra os perfis de liberacdo/difusdo da vimpocetina a partir dos
comprimidos comerciais (n=3) dispersos, através da técnica dos sacos de dialise, em
comparagdo com as nanocapsulas que tiveram o maior (TCM/Etil 20) e o menor (OC/Etil20)
controle de liberacdo, em relacdo ao farmaco em solucdo, anteriormente descritos. As
suspensdes de nanocapsulas (Figura 14) apresentaram liberacdo média que variou de 44,71%
a 64,47%, enquanto que para o comprimido comercial houve uma difusdo menor,
representando 39,55% do teor inicial em 72 h de experimento. Quanto a significancia
estatistica, considerando o percentual liberado no final do estudo (72 h), observou-se
diferenca neste parametro para todas as suspensdes de nanocapsulas em relacdo ao

comprimido (p<0,05).
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Figura 16 - Perfil de liberagdo in vitro da vimpocetina a partir das nanocapsulas TCM/Etil 20 e OC/Etil20 em
comparacao ao comprimido comercial disperso (Vicog®).

Quanto a modelagem dos perfis de liberacdo de vimpocetina para essa técnica, o que
melhor descreveu o comportamento dos dados obtidos foi, como anteriormente, o
monoexponencial. Ao calcular a constante cinética para a liberacdo/dissolucdo do ativo para
todos os lotes de suspensGes e para o comprimido comercial, observou-se que para as
suspensdes os k variaram de 0,0151 h™ a 0,0080 h™ (Tabela 5), enquanto que para o
comprimido comercial o valor de k foi de 0,0076 h™, possibilitando concluir que o
comprimido comercial foi o que apresentou uma velocidade de dissolugcdo, portanto de
difusdo, mais lenta.

A partir dos valores das constantes (k) do modelo monoexponencial, foram calculados
os tempos de meia-vida, onde foi observado que para as suspensdes de nanocapsulas os
valores variaram de 45,89 horas a 86,62 horas, enquanto que para 0 comprimido comercial
esse tempo foi de 91,18 horas. Quanto a analise estatistica, os valores de k obtidos para as
formulacGes TCM/Etil10, OC/Etil10 e OC/Etil20 e os tempos de meia-vida de liberacdo dos
mesmos, apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos mesmos parametros
calculados para o comprimido comercial disperso (Vicog®). Como se pode observar nas
figuras 15 e 17, tanto para os comprimidos quanto para as formula¢bes TCM/Etil20, houve
um pequeno tempo de laténcia no inicio dos perfis de liberacdo do farmaco, o que ndo ocorreu

com as demais formulagdes.
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Tabela 6 — Parametros calculados através dos modelos de primeira ordem para 0 comprimido
comercial disperso em agua (n = 3)

Comprimido
Monoexponencial
r 0,9924 + 0,0046
k (h™) 0,0076 + 0,0004

Comprimido comercial
50 ———

Farmaco liberado (%)

20

Tempo (horas)

Figura 17 — Gréfico indicando o melhor ajuste ao modelo monoexponencial para os dados da liberagdo da
vimpocetina a partir do comprimido comercial disperso em agua.

Ao concluir a analise dos dados, pode-se observar que os resultados obtidos, para o
estudo da cinética de liberacdo in vitro, comparando as suspensdes desenvolvidas com o
comprimido comercial, corroboraram com a literatura, principalmente aquelas preparadas
com o6leo de coco, que mais se diferenciaram. Zhuang e colaboradores (2010) demonstram
que a liberacdo de uma suspenséo, feita a partir de comprimidos comerciais, apresentou-se
mais lenta (menos de 5 %) em relacdo aos carreadores lipidicos nanoestruturados (menos de
20 %), em tampdo pH 6,8, ap6s 48 h, empregando a técnica de difusdo em sacos de dialise
reversa. A partir disto, foi realizado um estudo in vivo, utilizando ratos Wistar, onde se
observou que os carreadores promoveram uma biodisponibilidade relativa oral de 322%, em
relacdo aos comprimidos comerciais, sendo que o sistema coloidal também mostrou liberacdo
controlada da vimpocetina, sem efeito burst.
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4.4 Liofilizacdo das suspensfes de nanocapsulas contendo vimpocetina

Ap0s avaliar a viabilidade tecnologica da preparacdo das suspensdes de nanocapsulas
poliméricas contendo vimpocetina, utilizando o OC ou TCM e etilcelulose, foi feito um
estudo sobre a conversdo dessas formulagdes em formas farmacéuticas sélidas, tendo em vista
a obtencdo de produtos secos redispersiveis, capazes de manter ou melhorar a estabilidade
dessas formulacGes. O método de desidratacdo a baixas temperaturas (liofilizagdo) foi o

empregado para este estudo, e, como crioprotetor, escolheu-se a trealose a 10 % (p/v).

A trealose € um acucar redutor, solivel em agua (ROWE; SHESKEY'; QUINN, 2009),
muito utilizada para obtencdo de produtos liofilizados, como crioprotetor de suspensdes de
nanocapsulas, na maioria das vezes utilizada nas concentragdes de 5 a 10% (HIRSJARVI;
PELTONEN; HIRVONEN, 2009; ALI; LAMPRECHT, 2014; BRENDLE, 2013;
DADPARVAR et al.,, 2014). Sacarideos, como é o caso da trealose, apresentam boa
capacidade de promover um espagamento entre as particulas, dificultando a desestabilizagdo
das mesmas (VAN WINDEN; TALSMA; CROMMELIN, 1998; DADPARVAR et al., 2014).

Primeiramente, foram estudados os parametros para a caracterizacdo dos produtos
secos, para analisar a conversdo dos mesmos em sistemas adequados. Esses parametros
incluiram tamanho médio das particulas apos redispersdo em agua, avaliacdo morfoldgica e
teor de farmaco. Em relacdo ao aspecto macroscépico dos liofilizados, estes se apresentaram
como soélidos aglomerados, 0 que € bastante caracteristico para esses sistemas
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003a; BAZYLINSKA et al., 2014; KUMAR; GOKHALE;

BURGESS, 2014), sem odor e apresentando coloracao branca.

Quando as nanoparticulas passam pelo processo de liofilizacdo, seu tamanho, apés a
ressuspensdo em agua, pode ser alterado, principalmente na auséncia de crioprotetores, por
esse motivo, a analise do tamanho médio das particulas dessas amostras é importante para
observar se essa caracteristica se manteve durante o processo (ABDELWAHED et al., 2006;
KUMAR; GOKHALE; BURGESS, 2014). A relacdo do didametro médio das particulas antes
e apos a liofilizacdo pode ser realizada através do célculo do indice de ressuspensao, descrito
no item 3.2.8.1 (pagina 46, equagéo 7). Para indicar que o didmetro das particulas ndo sofreu
alteracdo importante durante o processo de liofilizacdo, é necessario que o indice calculado
apresente um valor proximo a 1,0. Caso contrario, se o valor do indice de ressuspensdo
distanciar-se muito da unidade, pode-se dizer que tenha ocorrido a formacao de agregados de
particulas (CHACON et al., 1999).



O diametro médio foi analisado, por espectroscopia de correlacdo de fétons,
através dos pds ressuspensos em &gua purificada e os valores obtidos podem ser
observados na tabela 7. Conforme os resultados, verificou-se que para as formulacGes
preparadas com Etil10 (TCM/Etil 10 e OC/Etil10) ndo se observou alteracdo no diametro
das particulas ressuspensas em relacdo as suspensdes desenvolvidas (S¢/S; de 0,93 e 1,05,
respectivamente; p>0,05). Indices de ressuspensdo maiores foram obtidos quando foi
empregado polimero de maior viscosidade/massa molecular (TCM/Etil20 e OC/Etil20;
SiSi de 1,33 e 1,21, respectivamente), sendo que para OC/Etil20 houve diferenca

significativa em relacdo as suspensdes (p<0,05).
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Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas dos liofilizados de nanocéapsulas de etilcelulose (10

e 20) empregando TCM ou OC como ndcleo, contendo o farmaco vimpocetina (n=3)

FormulacGes Diametro

Liofilizados médio (nm) 10" (%)
TCM/ETIL10  125+13  988+36
OC/ETIL 10 178+3  962+37
TCM/ETIL20  150+13  966+27
OC/ETIL 20 186+6  97,8+30
Trealose 290 £ 29 -

Comparativamente, também foi realizada a anélise de didmetro de uma amostra
de trealose liofilizada, objetivando avaliar se este adjuvante poderia influenciar na
analise do tamanho de particulas das formulacdes ap6s a redispersdo. Neste sentido, o
carboidrato liofilizado e ressuspenso, em agua, apresentou diametro médio maior (290
nm) em comparagdo aos obtidos para as formula¢6es nanoestruturadas (125 a 186 nm),
inferindo que o crioprotetor empregado ndo influenciou de forma importante os valores

de didmetro obtidos para as formulagdes.
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Ap0s o célculo dos indices de ressuspensao, os valores obtidos variaram de 0,93 a
1,33, ficando proximos da faixa encontrada na literatura (CHACON et al., 1999;
HIRSJARVI; PELTONEN; HIRVONEN, 2009; SWARNAKAR et al., 2011; KHAYATA, et
al., 2012; BAZYLINSKA et al., 2014; DADPARVAR et al., 2014), conforme observados na
figura 18.

200 -
= 150 -
£
=
-3 # Suspensdes
g 100 -
g
£
s :: Liofilizados
=50 -
['J -

TCM/ETIL 10 OC/ETIL 10 TCM/ETIL 20 OC/ETIL 20
Formulacio
Figura 18 — Diametro médio das suspensfes de nanocapsulas e das respectivas amostras liofilizadas, apés a

ressuspensdo em agua, além dos indices de ressuspensao correspondentes (S¢#S;). *Diferenca significativa em

relacdo as suspensdes originais.

Para que um liofilizado seja considerado adequado, ele deve preservar as
caracteristicas fisico-quimicas do produto de origem, manter o diametro das particulas e a
estabilidade de armazenamento, entre outros fatores. A partir disso, a avaliagdo microscopica
do produto liofilizado é importante para analisar se as nanoparticulas se mantiveram integras
(ABDELWAHED et al., 2006).

Dessa forma, através da caracterizagdo morfologica dos produtos secos desenvolvidos
(figuras 19, 20 e 21), por microscopia eletrébnica de varredura (MEV), obteve-se
microfotografias das amostras. Para a trealose liofilizada, consegue-se observar uma
superficie lisa, com auséncia de particulas esféricas na estrutura formada pelo agente
crioprotetor. Por sua vez, as microfotografias das amostras das suspensfes de nanocapsulas
liofilizadas (TCM/Etil 10, TCM/Etil 20, OC/Etil 10 e OC/Etil 20) mostram nitidamente uma

superficie rugosa devido a presenca de estruturas de formato aproximadamente esférico. As
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nanoestruturas, geralmente, tém esse formato e, quando em contato com o crioprotetor, para o
processo de liofilizacdo, é normal a formacéo de uma matriz amorfa do crioprotetor ao redor

das nanoparticulas, conforme ja relatado na literatura (LOKHANDE et al., 2013).

TREALOSE

Figura 19 — Imagens obtidas por MEV a partir das amostras de liofilizados (aumento de 1.300X — barra

corresponde a 10 pm), em comparacdo ao crioprotetor trealose (solu¢do aquosa, a 10% p/v, liofilizada).
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Figura 20 — Imagens obtidas por MEV a partir das amostras de liofilizados (aumento de 2.500X — barra

corresponde a 10 pm), em comparacdo ao crioprotetor trealose (solu¢do aquosa, a 10% p/v, liofilizada).

No estudo de Lokhande e colaboradores (2013), foram preparadas nanoparticulas de
etilcelulose e, através da microscopia dos liofilizados das suspensdes originais, foi possivel
observar a presenca de particulas esféricas dispersas na matriz amorfa formada pelo
crioprotetor. O mesmo foi observado para os liofilizados originados a partir de nanoparticulas
de PCL no trabalho de Abselwahed e colaboradores (2006).
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TREALOSE

Figura 21 — Imagens obtidas por MEV a partir das amostras de liofilizados (aumento de 4.300X — barra

corresponde a 5 um), em comparacao ao crioprotetor trealose (solu¢do aquosa, a 10% p/v, liofilizada).

Outro fato importante a ser observado é a comparacgdo do didmetro das particulas obtido
pela espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer®, tabela 4) em relacdo as imagens
obtidas pela MEV. Analisando essa comparacdo, pode-se observar que as imagens das
microfotografias mostram a presenca de estruturas de tamanho coloidal. Com esses
resultados, é possivel inferir sobre a provavel manutencdo da integridade das nanocépsulas

contendo vimpocetina, apos o processo de liofilizacdo das suspensées de origem.

Quanto a analise do teor de vimpocetina nos liofilizados, inicialmente, é importante
informar que as suspensbes de nanocapsulas foram congeladas logo ap6s a preparacéo.
Retiradas do liofilizador, as amostras passaram pelo processo de quantificacdo da vimpocetina
nos pés. Os valores médios obtidos variaram entre 96 e 99%, sem diferenca significativa
(p>0,05) entre os liofilizados e as suspensbes de origem, e apresentaram-se adequados,

considerando o valor tedrico.
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Cabe enfatizar que o meétodo analitico utilizado foi 0 mesmo empregado para as
suspensdes de nanocépsulas e que a trealose ndo influenciou na analise, mantendo-se

especifico para o farmaco.

4.4.1 Estudo de estabilidade dos liofilizados

Durante o periodo de 90 dias, foi realizado um estudo de estabilidade dos liofilizados,
obtidos a partir das suspensdes de nanocapsulas de origem. Para este estudo, o0
armazenamento dos liofilizados foi em temperatura ambiente, protegidos da luz e da umidade.
Nos tempos 30, 60 e 90 dias de armazenamento, foram realizadas analises de teor de

vimpocetina.

Como se pode observar na figura 22, o teor de vimpocetina nas formas
solidas/liofilizadas ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05), durante todo o periodo de
armazenamento, em relacdo ao tempo inicial, evidenciando que a liofilizacdo promoveu a
manutencdo da estabilidade quimica do farmaco nos sistemas, podendo ser uma estratégia

para potencial aplicagdo futura destes sistemas.

Durante um longo periodo de armazenamento, é possivel que as nanoestruturas
(formas liquidas) sofram instabilidade fisico-quimica devido a degradacdo quimica do
polimero, farmaco ou outros componentes, devido a agregacao das particulas e sedimentacao,
ou também pode ocorrer a passagem do ativo para a fase aquosa, levando a precipitacao, entre
outras desvantagem, quando comparadas as formas solidas. Todavia, o processo de
liofilizacdo, ao promover a retirada da dgua do meio, pode promover protecdo do sistema
contra reagdes entre os componentes e da proliferacdo de micro-organismos (SCHAFFAZICK
et al., 2003a,b; ABDELWAHED et al., 2006a,b).

Ao analisar esse ultimo conjunto de resultados, pode-se concluir que o processo de
liofilizacdo pode oferecer vantagem em manter a estabilidade das suspensdes de nanocapsulas
contendo vimpocetina, além de apresentar didmetros médios de particulas aceitaveis, apos a

ressuspensdo em agua, principalmente para as formulagdes preparadas com Etil10.
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Figura 22 —Teor de vimpocetina nos liofilizados, preparados a partir das suspensdes de nanocapsulas, no

periodo de 90 dias.
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Contudo, é importante enfatizar que ndo foram encontrados estudos na literatura

relacionados com o desenvolvimento de liofilizados de nanoparticulas contendo vimpocetina,

apenas de micelas poliméricas no estudo de EL-DAHMY e colaboradores, como ja citado

anteriormente.
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4.5 Avaliacdo preliminar da citotoxicidade in vitro das suspensdes de nanocépsulas

utilizando linhagem celular de fibroblastos (NIH 3T3)

Neste trabalho, a citotoxicidade in vitro das nanocapsulas contendo o neuroprotetor
vimpocetina foi avaliada preliminarmente em células de fibroblastos, empregando o corante
alamar blue. Diversos pesquisadores (PARK et al., 2008; HUANG et al., 2009;
STECANELLA et al., 2013; MENG et al., 2014; CHASSOT et al., 2014) tém se preocupado
em avaliar a toxicidade de nanoestruturas, sendo que, inicialmente, séo realizados os estudos
de citotoxicidade in vitro, para que posteriormente sejam direcionados 0s testes in vivo.

Através de variacdes na morfologia celular/viabilidade celular, a citotoxicidade dos
farmacos pode ser estabelecida em culturas celulares de varias linhagens. Para isso, utilizam-
se corantes como o azul de tripan e a eosina, que sdo baseados na perda da integridade da
membrana celular das células ndo viaveis, causando a captacdo do corante, ensaios
clonogénicos, contagem celular, medida de incorporacdo de nucleotideos radiativos e/ou
métodos colorimétricos, como o caso dos seguintes ensaios: Cristal violeta, Alamar Blue,
MTT e SRB (sulforrodamina B). Séo vérias as linhagens estudadas, podendo ser linhagens
celulares normais ou neoplésicas, para verificar a seletividade do farmaco, por exemplo
(MACIEL et al., 2002; HENRIKSSON et al., 2006; HOUGHTON et al., 2007).

O ensaio Alamar Blue envolve a adicdo de um indicador redox fluorogénico para
células crescendo em cultura. O Alamar Blue na cor azul indica sua forma oxidada, e
apresenta pouca fluorescéncia intrinseca. Ao passar para a coloragdo rosea, indica que o
corante esta na sua forma reduzida, apresentando uma alta fluorescéncia (NAKAYAMA et
al., 1997; AL-NASIRY et al., 2007). E um ensaio que apresenta vérias vantagens importantes,
sendo relativamente simples, onde o indicador € adicionado diretamente as células, em
cultura, no final do periodo de incubacdo. Este ensaio ndo necessita de manipulacdo ou
eliminacdo de métodos especiais, sendo menos dispendioso do que 0s ensaios tradicionais.
N&do apresenta toxicidade para as células e pode ser utilizado em larga escala in vitro
(NAKAYAMA et al., 1997). O método do Alamar Blue baseia-se na deteccdo da atividade
metabolica celular por meio da reducdo de um indicador azul indico para rosa fluorescente,
em resposta a reducdo quimica do meio de cultura pelas células vivas (AL-NASIRY et al.,
2007).

Um exemplo de estudo com este corante é o trabalho de Yamaguchi e colaboradores
(2013), em que foi avaliado o potencial citotoxico dos 6leos essenciais das folhas e dos galhos

de Endlicheria citriodora pelo ensaio Alamar Blue. Essa avaliagdo foi realizada em trés
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linhagens celulares distintas (fibroblastos murinos-NIH 3T3, melanoma murinho-B16F10 e
adenocarcinoma géastrico humano-ACP02), na concentra¢do 50 pg/mL, por um periodo de 72
horas. A avaliacédo da citotoxicidade forneceu um parametro de seguranga na utilizacdo desses
compostos e foi possivel observar acdo citotdxica inespecifica do extrato para as células
neoplasicas e normais, ja que houve uma baixa toxicidade em todas as linhagens estudadas.

Para o presente estudo, foram escolhidas trés formulagdes, com intuito de comparar a
influéncia da massa molar da etilcelulose (TCM/Etil 10 e TCM/Etil 20) e a influéncia do tipo
de oleo (TCM/Etil 10 e OC/Etil 10). A citotoxicidade (Figura 23) dessas suspensdes de
nanocapsulas contendo vimpocetina, das respectivas formulagées sem o farmaco (OC/Etil
10_SF; TCM/Etil 10_SF e TCM/Etil 20_SF) e da vimpocetina em solucédo foi avaliada frente
a linhagem celular de fibroblastos (NIH 3T3).

1504
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TCM/Etil 20_SF
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I Vimpocetina

Viabilidade celular (%)

Figura 23 — Citotoxicidade preliminar das suspensdes de nanocépsulas contendo vimpocetina (preparadas com
OC ou TCM e Etil 10 ou 20), das respectivas formulacdes sem o farmaco (SF) e da vimpocetina livre (solucéo),
frente as células de fibroblastos (NIH 3T3), correspondendo & dose de 100,0 pug/mL de farmaco. *Diferenca
significativa em relacdo ao Controle.

A partir do controle negativo (que apresenta 100% de viabilidade para células sem
tratamento) e do controle positivo (células tratadas com paclitaxel, comercialmente conhecido
como Taxol® usado no tratamento do cancer), pode-se fazer um comparativo com as
formulacbes de nanocapsulas, observando que tanto aquelas com farmaco quanto as sem
vimpocetina apresentaram percentual de viabilidade celular proxima ao controle negativo (p >
0,05; Figura 23). Por outro lado, o controle positivo e a vimpocetina livre apresentaram
percentagem de viabilidade celular significativamente inferior a do controle negativo (p <
0,05). Esses dados mostram o potencial das nanoestruturas em proteger as células contra o

efeito toxico apresentado pelo farmaco na dose e nas condi¢cdes empregadas neste ensaio.
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No estudo de Chassot e colaboradores (2014), também foi verificado que nanocapsulas
de etilcelulose contendo dipropionato de beclometasona, preparadas com 6leo de améndoas,
apresentaram baixa citotoxicidade in vitro, em células de fibroblastos (3T3), empegando o
método do MTT, ndo havendo diferenca significativa na viabilidade celular em relacdo aos
grupos controles (DMSO e nanocapsulas sem farmaco) e nem as nanocapsulas de poli(e-
caprolactona). Estes resultados foram confirmados in vivo, uma vez que as formulac6es néo

provocaram lesdo pulmonar aguda, em ratos.

No presente trabalho, quando analisada a influéncia da massa moleculares da
etilcelulose, ndo se observou alteracdo significativa (p>0,05) entre a Etil 10 e 20. O mesmo
ocorreu na comparacdo dos Oleos, sendo que ndo foi observada diferenca significativa
(p>0,05) entre ambos, considerando o ensaio de citotoxicidade realizado. Por sua vez, se
compararmos esses resultados com os dados obtidos no teste de liberacdo in vitro, também é
possivel o entendimento de que essa tendéncia de as nanocapsulas serem capazes de reduzir a
citotoxicidade pode estar relacionada com a lenta liberacdo do farmaco (de 17 a 24% em 24
horas), reduzindo o contato da vimpocetina com os fibroblastos, fato que ndo ocorreu quando

a substancia ativa estava com a dose totalmente disponivel, no caso da solug&o.

Cabe ressaltar que este estudo teve apenas carater preliminar, sendo necessario avaliar
outras linhagens celulares e métodos (como MTT), além de estudar diferentes tempos de
incubacdo, para confirmar a real capacidade destes sistemas na reducdo de possiveis efeitos
citotoxicos do farmaco livre em cultura de células ndo-tumorais. Além disto, um estudo mais
completo, avaliando-se varias concentragcbes do farmaco livre, em comparagdo as
nanoestruturas, faz-se necessario para verificar a janela de protecdo, em doses mais baixas e
menos tdxicas. Também seria fundamental avaliar mais do que um lote de cada formulacao,
para confirmar os dados, pois muitos fatores podem influenciar estes experimentos, segundo
relatado na literatura (KROLL et al., 2009; ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012).

Por fim, os resultados demonstraram que as nanocapsulas de etilcelulose contendo
vimpocetina, desenvolvidas neste trabalho, apresentam potencial para a veiculagdo deste
farmaco neuroprotetor lipofilico. Como perspectivas da continuacdo deste trabalho, tem-se,
principalmente, a avaliacdo da capacidade destes sistemas em aumentar a biodisponibilidade
oral da vimpocetina, bem como estudos relacionados a citotoxicidade destes sistemas, em

comparacgdo ao farmaco ndo-encapsulado.
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CONCLUSAO

v' Foi observada a viabilidade da preparacdo de suspensfes de nanocapsulas poliméricas
contendo vimpocetina, empregando OC ou TCM e etilcelulose, com as duas
viscosidades/massas moleculares estudadas, pelo método de deposicéo interfacial de polimero
pré-formado, apresentando adequadas caracteristicas fisico-quimicas [didmetro inferior a 200
nm, potencial zeta negativo e alta eficiéncia de encapsulamento (>99%)];

v A metodologia analitica, baseada em cromatografia liquida em fase reversa (CLAE-UV),
mostrou-se especifica, linear, precisa e exata para a quantificacdo do neuroprotetor
vimpocetina nos sistemas nanoestruturados desenvolvidos;

v Em relacdo a influéncia do tipo de Oleo utilizado, observou-se que as formulagdes
preparadas com TCM apresentaram didmetro inferior as preparadas com OC, independente da
massa molecular do polimero;

v" As suspensdes de nanocapsulas contendo vimpocetina permaneceram estaveis quanto ao
didmetro médio de particulas e Pdl, durante 90 dias de armazenamento, e o teor de farmaco
permaneceu acima de 90% no mesmo periodo;

v Todas as suspensdes de nanocapsulas apresentaram liberacdo controlada da vimpocetina,
guando comparadas a difusdo do farmaco livre, em tampéo fosfato pH 6,8:etanol (70:30 v/v).
Houve influéncia do tipo de éleo/massa molecular do polimero na velocidade e no mecanismo
de liberacdo da vimpocetina;

v" O modelo que melhor descreveu os perfis de liberacdo, para todas as formulacdes, foi o
monoexponencial, indicando que a liberacdo dependeu apenas da concentracdo do farmaco
(cinética de primeira ordem) e em uma Unica etapa, sem haver liberacdo rapida inicial
(efeito burst), sugerindo que a vimpocetina esteja confinada no interior dos sistemas (nucleo);

v" As constantes cinéticas para a liberacdo da vimpocetina foram: TCM/Etil 20 (k = 0,0080 h-
), TCM/Etil 10 (k= 0,0100 h*), OC/Etil 10 (k= 0,0121 h*), OC/Etil 20 (k= 0,0151 h),
Solugdo (k= 0,1677 h"). Considerando a analise estatistica, verificou-se diferenga
significativa entre todas as formula¢cbes quanto aos valores de k (p<0,05), havendo influéncia
do tipo de 6leo e da massa molecular do polimero;

v A modelagem dos dados sugeriu que o mecanismo de liberacdo da vimpocetina, a partir
das nanocapsulas com OC, ocorreu atraves detransporte anémalo, envolvendo relaxamento
das cadeias poliméricas, seguida por difusdo da vimpocetina. Por sua vez, 0 mecanismo
indicado para a liberagdo do farmaco, a partir das nanocépsulas contendo TCM, foi baseado
no transporte de caso Il. Estas diferencas de comportamento foram correlacionadas com o
leve inchamento dos filmes macroscépicos de etilcelulose ocorrido em contato com TCM, o
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que ndo aconteceu com o OC, podendo, em hipdtese, levar a diferengas no relaxamento das
cadeias poliméricas, resultando, a nivel coloidal, em comportamentos distintos de interacédo
com o solvente;

v" A liberagdo/dissolucdo do farmaco a partir de um comprimido comercial disperso foi mais
lenta (t,,de 91 h) em relacdo as formulacdes nanoestruturadas (t,,de 46 a 87 h), o que
poderia, em hipétese, favorecer a biodisponibilidade oral do farmaco. As formulagtes
preparadas com OC parecem mais promissoras neste sentido;

v Os liofilizados, obtidos a partir das suspensdes, contendo trealose como crioprotetor,
apresentaram teores entre 96 e 98 %, o0s quais se mantiveram inalterados ap6s 90 dias de
armazenamento, independente da composicdo das formulagdes. Através de microscopia
eletronica, verificou-se a presenca de estruturas esféricas coloidais nos produtos secos e 0s
indices de ressuspensdo, em agua, ficaram entre 0,93 e 1,33, dependendo principalmente da
massa molecular do polimero. Os menores indices foram alcancados quando se empregou a
etilcelulose de menor viscosidade, para ambos os 6leos;

v Em ensaio preliminar in vitro, as suspensdes de nanocapsulas apresentaram tendéncia em
reduzir a citotoxicidade do farmaco na dose avaliada, em fibroblastos. Entretanto, estes dados
necessitam de confirmacdo mediante mais experimentos;

v Finalmente, os sistemas desenvolvidos sdo considerados promissores para a liberacdo
controlada de vimpocetina, por via oral, tendo em vista suas potencialidades terapéuticas em
doencas neuroldgicas.
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