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RESUMO
As nanoparticulas podem proteger o farmaco do meio externo, melhorar a sua

absorcéo e modificar a farmacocinética aparente, sendo uma boa escolha como
carreador de farmacos que tenham uma meia-vida curta e uma absorcao
modificada pela presengca de alimentos. O captopril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina) e a furosemida (um diurético de alca) séo utilizados
para o tratamento da hipertensédo e tém as suas biodisponibilidades reduzidas
na presenca de alimentos, bem como curtas meias-vidas. Por ser um farmaco
lipofilico, a furosemida pode ser utilizada no desenvolvimento de nanocapsulas,
visando seu encapsulamento no nucleo oleoso, entretanto, para se veicular um
farmaco hidrofilico juntamente neste tipo de supraestrutura, necessita-se de uma
estratégia diferenciada. Neste trabalho é proposto um modelo constituido pela
adicdo de lecitina na formulagdo promovendo um aumento do potencial zeta
negativo da particula, sendo apés revestida com quitosana, por esta apresentar
uma carga positiva. A presenca de elétrons livres na estrutura da quitosana
permite a ligacdo a metais que por sua vez podem se ligar a uma substancia que
também apresente elétrons livres em sua estrutura, como é o caso do captopril.
Desta forma, o objetivo desta tese € desenvolver e caracterizar nanocapsulas
multiparede contendo furosemida no nucleo lipofilico e captopril complexado ao
metal na superficie, como uma estratégia inovadora de veiculacdo de dois
farmacos em uma nanoestrutura e testar a sua acao farmacologica em ratos
espontaneamente hipertensos apos administracao oral. Foram desenvolvidas as
seguintes formulacdes: contendo furosemida em seu nucleo oleoso [(LNC-
Fur(0,5)], ap6s adicionado o revestimento de quitosana [(MLNC-Fur(0,45)] e, por
fim, com a adicdo do metal, neste caso o zinco, e do captopril, obteve-se a
formulacdo Capt(0,5)-Zn-MLNC-Fur(0,45), sendo que ao lado dos farmacos,
entre parénteses, encontram-se as concentracdées em mg/mL e ao lado do zinco
a concentracdo do metal em ug/mL. Para a LNC-Fur(0,5), a eficacia de
encapsulacdo da furosemida foi de aproximadamente 81%. Diferentes
concentracdes de zinco foram testadas e se observou que, para a concentracao
de 25 pg/mL de Zn?*, a menor utilizada, a liberacdo de captopril foi mais
sustentada do que para concentracfes mais elevadas e que na auséncia do
metal [Capt(0,5)-MLNC-Fur(0,45)] apresentava um perfil semelhante. Os perfis
de liberacdo com diferentes concentracbes de captopril nas formulacdes
demonstraram que, quanto maior a concentracdo de captopril, maior a
percentagem de liberacdo do farmaco. A andlise fisico-quimica das trés etapas
de formulacdo demonstrou, por diferentes técnicas, diametros de particulas
nanometricos inferiores a 200 nm. Como esperado, o potencial zeta se modificou
de uma carga negativa para LNC-Fur(0,5) (-14,3 mV) para uma carga positiva
[(MLNC-Fur(0,45)] (+18,3 mV) e a formulacdo apresentou baixos indices de
polidispersdo. A analise morfolégica da suspensdo mostrou uma particula
esférica nanométrica por microscopia eletrbnica de transmissao (MET),
confirmada por microscopia de forca atbmica. Avaliando os estudos realizados
in vivo em relacéo ao controle da solucao branco, obteve-se um aumento da



diurese para o grupo Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC, entretanto ndo houve diferenca
significativa dos grupos comparado ao controle quando da relacdo diurese e
consumo de agua. Quanto aos marcadores de dano renal analisados na urina,
verificou-se uma reducdo dos valores de microalbuminudria para Capt(0,5)-
Zn(25)-MLNC, o que indica uma protecao renal para esta formulacéofrente ao
crescente desenvolvimento da hipertensdo. A analise da atividade de NAG,
demonstrou uma tendéncia a prote¢cdo ao dano renal, ndo significativo, para
todos os grupos tratados com excecao do Capt(0,5)-MLNC-Fur(0,45) que
mostrou um aumento nos valores de NAG, mostrando uma tendéncia a leséo
renal, bem como um aumento nos valores de MDA mostrando um aumento no
estresse oxidativo. Os marcadores de dano renal no plasma ndo demonstraram
valores significativos diferentes do controle e nem uma tendéncia,
provavelmente por serem marcadores tardios de leséo renal. Também ndo foram
detectadas diferencas dos ions soédio, potassio e cloro entre 0s grupos,
provavelmente devido a coleta apos 24 horas quando néo existia um efeito anti-
hipertensivo significativo entre elas. Os marcadores de dano hepético néo
demonstraram alteracdes significativas em relacdo ao controle. Referente aos
estudos de farmacodinamica, avaliando a presséo sistélica, observou-se que no
primeiro dia todos os tratamentos apresentaram efeito anti-hipertensivo e que as
formulacdes demonstraram um tempo de efeito mais prolongado que as suas
solugbes. Observou-se também um efeito na associagdo dos farmacos,
prolongando o tempo de efeito hipotensor. No quinto dia para todos os
tratamentos houve uma reducéo do tempo de efeito com excecéo da Capt(0,5)-
Zn(25)-MLNC-Fur(0,45), entretanto, manteve-se um perfil de maior duragéo de
efeito para as formulacfes em relacédo as solucdes. Para a presséao diastolica,
nao se observou diferenca entre as formulacbes e solucdes, somente para
Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45), no primeiro dia e no quinto dia tanto a
formulacdo Capt(0.5)-MLNC-Fur(0,45) como Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45)
apresentaram uma duracdo de efeito até 24 horas. Avaliando o conjunto de
dados de toxicidade e efeito anti-hipertensivo, pode-se concluir que a formulacéo
Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45) mostrou-se mais adequada para o tratamento
da hipertensao.

Palavras-chave: nanocapsulas multicamada, hipertenséo, captopril e furosemida



ABSTRACT

Nanoparticles can protect the drug from the media, improve its absorption and
modify the pharmacokinetics, being a good choice as a carrier for drugs that have
a short half-life and their absorption modified by the presence of food. Captopril
(an angiotensin-converting enzyme inhibitor) and furosemide (a loop diuretic) are
used for the treatment of hypertension and have their bioavailability reduced in
the presence of food as well as a short half-life. Being furosemide a lipophilic
drug, it can be used in the development of nanocapsules, aiming its entrapment
on the lipophilic core, however, to deliver hydrophilic drugs together on this kind
of superstructure, it should be needed a different strategy. On this work, it is
proposed a model composed by the addition of lecithin on the formulation
increasing the negative zeta potential of the particle and after coating with
chitosan, as it presents a positive charge. The presence of free electrons in the
chitosan structure enables binding metals, which in turn can bind to a drug that
also have free electrons present in its structure, as captopril. So, the aim of this
dissertation is to develop and characterize multiwall lipid core nanocapsules
containing furosemide on the lipophilic core and captopril complexed to metal on
the surface, as a new strategy for carrying two drugs in one nanostructure and
test its pharmacological effect in spontaneous hypertensive rats after oral
administration. The formulations developed were: lipid core nanocapsules
containing furosemide [LNC-Fur(0.5)], the formulation coated with chitosan
[MLNC-Fur(0.45)] and for last, the Zn?* was added and captopril right after,
obtaining Capt(0.5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0.45), wherein the side of the drugs in
brackets can be seen the concentrations in mg/ml and zinc-side concentration in
ug/mL. For LNC-Fur(0,5), the entrapment efficiency of furosemide was around
81%. Different concentrations of Zn?* were tested and it was observed that for
the concentration of 25 pg/mL of Zn?*, which was the lowest one, the release of
captopril were more sustained than for higher concentrations of metal and the
same profile was obtained in the absence of Zn?'. The release profile with
different concentrations of captopril in the formulations showed that the higher
the concentration of captopril, the greater the percentage of drug released. The
physicochemical analysis of the three steps of the formulation showed a
nanometric particle size (below 200 nm) by different techniques. As expected, the
zeta potential changed from a negative charge for LNC-Fur(0,5) (-14,3 mV) to a
positive charge when coated with chitosan (+18,3 mV) and also the formulation
showed a low polydispersity index. The morphological analysis showed a
nanometric spherical particle by transmission electronic microscopy (TEM)
confirmed by atomic force microscopy. Evaluating the studies in vivo compared
to control, it was obtained an increase in diuresis for Capt(0.5)-Zn(25)-MLNC,
however there was no significant difference (p<0.05) between the groups when
the diuresis and water consumption relation was compared to control. The kidney
damage markers were analyzed in urine and it was observed a decrease in
microalbuminuria values for Capt(0.5)-Zn(25)-MLNC, there may be a kidney
protection for this formulation against the increasing development of



hypertension. The analysis of NAG activity showed a tendency to protect against
the kidney injury, however it was not significant for all treated groups except for
Capt(0.5)-MLNC-Fur(0.45), which showed an increase in the amounts of NAG,
demonstrating a tendency to renal damage, as well as an increase in MDA levels
showing an increase in oxidative stress. The markers of kidney injury in plasma
showed no significant different values of the control, probably because they are
late markers of kidney damage. It was also not detected differences between the
sodium, potassium and chlorine values among the groups, most likely due to
sampling after 24 hours when there was no significant anti-hypertensive effect
between them. The liver damage markers showed no significant changes
compared to the control. Regarding the pharmacodynamics studies and the
systolic pressure, it was observed that on the first day, all treatments showed
antihypertensive effect and that the formulations demonstrated a longer effect
than their solutions. There was also a synergistic effect of drugs, prolonging the
anti-hypertensive effect. On the fifth day for all treatments there was a reduction
of time effect with the exception of Capt(0.5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0.45), however,
it was still remained a longer effect profile for the formulations compared to the
solutions. For diastolic pressure, no difference was observed between the
formulations and solutions on the first day, only to Capt(0.5)-Zn(25)-MLNC-
Fur(0.45) and on the fifth day both the formulation Capt(0.5)-MLNC-Fur(0.45) as
Capt (0.5)-Zn(25)-MLNC-Fur (0.45) had an effect lasting up to 24 hours.
Evaluating the data set of toxicity and anti-hypertensive effect, it can be
concluded that the formulation Capt(0.5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0.45) proved to be
more suitable for the treatment of hypertension .

Keywords: multiwall nanocapsules, hypertension, furosemide, captopril.
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Na terapéutica as nanoparticulas sédo reconhecidas pelas suas vantagens,
tais como promover um perfil mais sustentado na liberacdo do farmaco (Yan et
al, 2011; Musumeci et al, 2006; Kim e Martin, 2006), modificar a farmacocinética
aparente e o perfil de distribuicdo tecidual do farmaco (Nakada et al, 1996;
Manjunath e Venkateswarlu, 2005), proteger o0 mesmo frente ao meio externo
(Ourique et al,2008, Nakada et al, 1996), reduzindo sua degradacao, e aumentar
a absorcédo do farmaco pela difusdo facilitada pelo epitélio (Gulyaev et al, 1999;
Fernandez-Urrussuno et al, 1999; Pan et al, 2002; Li et al, 2009).

Entre as nanoparticulas, encontram-se as nanocapsulas que sao
sistemas formados por um ndcleo oleoso circundado por uma fina parede
polimérica, na qual um farmaco lipofilico pode se encontrar dissolvido, disperso,
adsorvido ou quimicamente ligado a matriz (Soppimath et al, 2001; Mohanraj e
Chen, 2006; Couvreur et al, 2002). Para o desenvolvimento destes delivery
systems se faz necessario o uso de polimeros biodegradaveis, tal como a poli(e-

caprolactona) (Oppenheim, 1981).

A promocéao da absorcao destas estruturas no trato gastrointestinal ainda
pode ocorrer com a presenca de modificadores de superficie, tal como a
qguitosana (Takeuchi, 1996; Dodane, Khan e Merwin, 1999). A incorporacédo da
guitosana na superficie das particulas apresenta algumas vantagens, como a
mudanca de carga negativa para positiva, sendo que estudos demonstraram que
sistemas catidnicos interagem mais intensamente com o epitélio ou a mucosa do
trato gastrointestinal, levando a uma melhor absorcao do farmaco encapsulado
(Calvo et al, 1997). Nanocapsulas produzidas com lecitina como estabilizante e
revestidas com quitosana podem ser administradas por via oral, pois as mesmas
se mostram estaveis ndo somente no estbmago como também no intestino

delgado devido as forcas de hidratacdo (Santander-Ortega, 2010).

Em 2012, Bender e colaboradores utilizaram este principio para o
desenvolvimento de nanocapsulas multiparede, onde se utilizou a lecitina para o
aumento do potencial zeta negativo, proporcionando a possibilidade de um
revestimento com quitosana por interacdo eletrostatica. Mais recentemente, 0s
mesmos autores funcionalizaram a superficie da particula adicionando metais,
Zn 1l e Fe Il, formando complexos, como um quelato, por coordenagdo com 0s

fons oxigénio e nitrogénio presentes na quitosana (Bender et al., 2014). Este


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365905002701
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365905002701
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365905002701
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metal ligado a superficie foi ligado a um anticorpo ou a fenilalanina como ligante
modelo. Os resultados demonstraram que o fragmento anti-LDL eletronegativo
de cadeia simples varidvel [scFv anti-LDL (-)], ligados a superficie de
nanocépsulas, teve sua capacidade de reconhecer LDL(-) preservada. A
reatividade e especificidade de scFv anti-LDL(-) foi mantida apds a formacgéo do
complexo organometdlico na superficie da nanocpsulas. Mayer e
colaboradores (2015) utilizaram o0 mesmo conceito utilizando Fe 1l e laronidase
como ligante de superficie para o tratamento da Mucopolissacaridose tipo |.
Ensaios bioldgicos in vitro e in vivo demostraram uma eficiéncia catalitica da
laronidase mais elevada para a formulacdo em comparacdo com a enzima livre
em solugdo (produto comercial). Quando em solucdo, a laronidase forma
agregados em agua e a sua ligacao a superficie de nanocapsulas poderia expor
um maior numero de sitios ativos, conduzindo a uma eficiéncia catalitica mais
elevada. Os ensaios in vivo mostraram uma atividade catalitica mais elevada no
figado, rins e coracdo para as nanocapsulas de nucleo lipidico multicamada
funcionalizadas com laronidase em comparacdo com o produto comercial. Os
resultados mostraram uma reducédo provavel da dose do tratamento e no uso de

antipiréticos e anti-histaminicos antes da infusdo enzima.

Até o presente momento, somente macromoléculas protéicas foram
testadas como ligantes na superficie dessas particulas, ndo havendo sido
testada a utilizacdo de farmacos moleculares. O captopril € um farmaco que
possui enxofre e oxigénio como heteroatomo em sua estrutura, além de ser
hidrofilico, o que possibilita a sua utilizacio neste modelo. E um inibidor da
enzima conversora de angiotensina (ECA), possui uma curta meia-vida
(Giudicelli et al, 1987) e ha uma reducao de 35 a 40% em sua biodisponibilidade
guando na administrada com de alimentos (Singhvi et al, 1982; Yimin, 2006; Nur,
2000). Além disto, o captopril promove uma deplecdo nas concentracdes de
zinco (Golik et al, 1998).

O captopril é utilizado no tratamento da hipertensdo que é uma doenca
crbnica de alta prevaléncia em nossa populacdo atingindo cerca de 20% da
populacdo adulta, com idade maior ou igual a 20 anos (Ministério da Saude,
2002). Doencas como cardiopatias, doencas renais, retinopatia hipertensivas,
bem como doencas aterotrombaticas (Fuchs et al, 1994) podem ser originadas

da hipertensdo, sendo que a mesma possui elevada relacdo com os casos de
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acidente vascular encefalico (80%) e com os de doenca isquémica do coragado
(60%) (Ministério da Saude, 2002).

Entre os medicamentos indicados para o tratamento da hipertensao
arterial, estdo os diuréticos e os inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA) (Hackam et al, 2010, Rabi et al, 2011), que, em associa¢ao, demonstram
um aumento no potencial hipotensor (Toussaint et al, 1989). Nos trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa com as nanocapsulas de nucleo lipidico
multiparede funcionalizadas o seu nucleo oleoso ndo foi aproveitado para
encapsular farmacos lipofilicos. Considerando esta possibilidade, no presente
trabalho se objetiva a encapsulacao simultanea de um farmaco diurético lipofilico

além do captopril, vislumbrando-se um efeito anti-hipertensivo combinado.

A furosemida é um diurético que também possui como desvantagens uma
curta meia-vida, uma diminuicdo da sua biodisponibilidade na presenca de
alimentos (Beermann e Midskov,1986; McCrindle et al, 1996; Grahnen et al,
1989), uma absorcéo erratica (Grahnen et al, 1989) e também uma reabsorcéo
de agua e sodio entre as doses, devido a regulacdo neuro-humoral. A
manutencao da diurese e excrecdo de sodio para este farmaco foi verificada em
alguns estudos quando administrado em infusdo continua, devido a manutencéo
das concentracdes de furosemida no plasma (Adin et al, 2003, Dormans et al,
1996).

Desta forma, este trabalho visa desenvolver, de forma inédita,
nanocapsulas com revestimento de quitosana e zinco contendo uma associagao
de farmacos para o tratamento da hipertensédo, estando a furosemida em seu
nucleo oleoso e o captopril complexado com zinco de superficie (Figura 1). Esta
estratégia busca aumentar o tempo de acao destes farmacos e melhorar sua
absorcao por via oral, bem como proteger contra a interferéncia de alimentos na

biodisponibilidade.
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Figura 1. Estrutura das nanocépsulas multiparede
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2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese de doutorado € desenvolver nanocapsulas
multiparede estaveis contendo furosemida em seu nucleo oleoso e captopril
complexado ao zinco externamente, realizar a caracterizacao fisico-quimica das
formulacfes e ensaios biol6gicos comparando a acao e duracdo do efeito sobre
a pressao sanguinea de ratos espontaneamente hipertensos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar pela técnica de deposicéo de polimero pré-formado, seguida de
técnicas de revestimento, nanocapsulas multicamada de nucleo lipidico
contendo 0,5 mg/mL de furosemida e a mesma concentragdo de captopril
complexado em sua superficie;

o Realizar a caracterizagéo fisico-quimica do sistema, verificando os teores
dos farmacos, eficiéncia de encapsulacdo e complexacédo, pH, diametro de
particula, polidispersdo, potencial zeta e analise morfologica através de

microscopia eletrénica de transmissao.

o Avaliar a morfologia das nanocapsulas através de microscopia de forca
atomica;
o Estudar a farmacologia (alteracdo da pressao arterial com a medida por

pletismografia de cauda) de uma formulacdo de nanocapsulas multiparede
contendo furosemida e captopril, das formulacbes com os farmacos isolados e
as comparando com solucbes dos farmacos em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) no primeiro e quinto dias de administracao;

o Realizar estudos toxicologicos apés 5 dias de administracéo por via oral;
o Realizar coleta de urina e verificar consumo de agua utilizando gaiola
metabolica e verificar a funcéo renal no 5° dia de administracdo por 12 horas,

apo6s 12 horas de administracéo.
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3.1 Nanoparticulas poliméricas
As formas farmacéuticas convencionais tém como vias principais a via

oral, intravenosa ou subcutanea, entretanto as mesmas promovem um controle
da razéo de liberacdo de farmaco limitado, geralmente associado com uma
liberacdo imediata do mesmo. Desta forma, para atingir niveis terapéuticos
estendidos ao longo do tempo, a concentragdo inicial do farmaco no corpo
precisa ser alta causando picos (geralmente ajustados para ndo atingir niveis
toxicos) que diminuem ao longo do tempo para um nivel ndo efetivo. Assim, o
tempo de duracéo do efeito terapéutico depende da freqiéncia da administracéo
da dose e da meia-vida do farmaco (Manmode, Sakarkar e Mahajan, 2009).

Entre as formulagdes atualmente desenvolvidas estdo as nanoparticulas,
gue séao dispersodes de particulas ou particulas so6lidas com tamanhos que variam
entre 100-1000 nm, ndo necessariamente poliméricas, onde os farmacos podem
se encontrar dissolvidos, dispersos, adsorvidos ou quimicamente ligados a
matriz (Soppimath et al, 2001; Couvreur et al, 2002; Mohanraj e Chen, 2006).

Estas formas de administracdo trazem como vantagem: a protecao do
farmaco do meio externo, reduzindo a degradacdo do mesmo (Ourique et al,
2008; Nakada et al, 1996); o aumento da absor¢cdo do farmaco, através da
difuséo facilitada através do epitélio (Gulyaev et al, 1999; Fernandez-Urrussuno
et al, 1999; Pan et al, 2002; Li et al, 2009); a modificacdo da farmacocinética
aparente e da distribuicdo tecidual do farmaco (Nakada et al, 1996; Manjunath
e Venkateswarlu, 2005); a promocéo de um perfil mais sustentado na liberacéo
do farmaco (Yan et al, 2011; Musumeci et al, 2006; Kim e Martin, 2006) e o
aumento da penetracdo intracelular e distribuicdo do farmaco (Maysinger et al,
2007; Hillaireau e Couvreur, 2009).

As nanoparticulas como um drug delivery system ideal, devem seguir
alguns critérios de comportamento: acumular ou permanecer no sitio de acao
desejado; liberar o farmaco em uma razdo adequada no sitio de acéo; ser
farmaceuticamente aceitdvel quanto a estabilidade e facilidade de
administracdo; caso o uso desejado seja parenteral, ser esterilizavel e, por
ultimo, o material estruturante deve ser nao toxico e biodegradavel (Oppenheim,
1981).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365905002701
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365905002701
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=15020485800&amp;eid=2-s2.0-68949208465
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7102447985&amp;eid=2-s2.0-68949208465
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Entre os polimeros biodegradaveis, encontra-se a poli(e-caprolactona),
gue vem sendo utilizada no desenvolvimento de nanoparticulas para diversos
usos, tais como ocular (Yenice et al, 2008; Marchal-Heusller et al, 1993), topico
(Lboutounne et al, 2002; Frusié-Zlotkin et al, 2012), oral (Frozza et al, 2010;
Damgé, Maincent, Ubrich, 2007; Guterres et al, 2001), etc.

Entre os métodos de obtencdo das nanoparticulas a partir da poli(e-
caprolactona), encontra-se o método de deposi¢cdo do polimero pré-formado
(Fessi et al, 1989) e o método de emulsificacdo-difusdo (Quintanar-Guerrero et
al, 1997), sendo o primeiro, o mais utilizado. Este é realizado utilizando duas
fases, a fase organica contendo os constituintes das nanoparticulas e a fase
aquosa, contendo um tensoativo. ApGs a solubilizacdo dos constituintes, a fase

organica é vertida sobre a fase aquosa, remove-se a fase organica e a

formulacdo é concentrada sob evaporacao a pressao reduzida.

Deste processo, podem ser geradas nanocapsulas, nanoesferas e
nanoemulsdes que se diferenciam pela composicdo das formulacdes. Para as
nanoesferas o 6leo se encontra ausente, desta forma, forma-se uma estrutura
matricial. Por sua vez, para as nanocapsulas, tanto o 6leo como o polimero estao
presentes em sua composicao, formando uma estrutura bifasica, onde se obtém
um nucleo oleoso revestido por uma fina camada de polimero (Couvreur et al,
2002; Schaffazick e Guterres, 2006).

Venturini e colaboradores estudaram, em 2011, a obtencdo de
nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) em suspensfes aquosas, variando as
propor¢cdes das matérias-primas a fim de se obter uma formulacdo. Foram
avaliadas diferentes concentracbes de monoestearato de sorbitano,
triglicerideos de acido caprico/caprilico, tensoativo e polimeros nas suspensoes.
Estas formulacBes foram desenvolvidas devido a sua maior capacidade de
encapsulacdo de farmacos frente as nanocapsulas preparadas somente com o
Oleo. Avaliando as formulacfes obtidas com diferentes concentracbes do
monoestearato de sorbitano, todas se mostraram estaveis apresentando uma
leve tendéncia a sedimentacao e cremagem, que foi reduzida com o aumento da
concentragcdo. Em relacdo a concentracdo de triglicerideos de acido
caprico/caprilico, houve uma tendéncia a sedimentacdo em menores

concentracbes e nas maiores concentragdbes houve uma variagcdo de
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retroespalhamento positivo demonstrando uma tendéncia a cremagem, além de
apresentarem perfis com picos assimétricos que demonstram uma tendéncia a
coalescéncia, sugerindo que nanoemulsdo também possa estar sendo
simultaneamente formada. A utilizagdo do tensoativo é importante para a
estabilizacdo da superficie da particula, evitando a coalescéncia devido a um
efeito estérico; as maiores concentracdes testadas neste estudo promoveram
esta estabilidade. Por ultimo, foram testadas as concentragdes de polimero. Para
se obter somente LNC, foram utilizadas as menores concentracdes de
monoestearato de sorbitano e triglicerideos de acido caprico/caprilico para as
guais se testou trés concentracbes de polimero, sendo que as duas menores
apresentaram perfis de distribuicdo de tamanho de particula abaixo de 200 nm.
O aumento na concentracdo de polimero levou a um aumento do tamanho de
particula e a maior concentragcdo apresentou um pico micromeétrico. Através
deste estudo, pode-se obter uma proporcdo massica ideal entre as matérias-
primas monoestearato de sorbitano e o triglicerideo de acido caprico/caprilico e

polimero para se obter somente LNC, sendo ela 1:4,1:2,6.

Mais recentemente, Jornada e colaboradores (2012) realizaram estudos
de pré-formulacdo para determinar a influéncia dos parametros do processo no
tamanho e polidispersdo das particulas utilizando a técnica de deposicao
interfacial do polimero pré-formado. Foram testadas formulacdes com
concentracfes variadas de 6leo, monoestearato de sorbitano e polimero (fase
organica), bem como de polissorbato 80 (fase aquosa). P6de ser observado que
a variacao das concentracdes dos componentes da fase organica ndo alterou a
tensdo superficial, enquanto que o polissorbato afetou diretamente a mesma,
reduzindo conforme 0 aumento em sua concentracao. Entretanto, a alteracdo na
tensdo superficial ndo influenciou no tamanho de particula para esta técnica,
sugerindo que ndo ha &agua presente no ndcleo da dispersdo. Foram
determinadas as viscosidades cinéticas das fases organicas e aquosas, sendo
gue para esta Ultima, independente da concentracdo de polissorbato 80nao
houve uma variacdo da viscosidade. Por sua vez, a fase organica apresentou
viscosidades crescentes com o aumento das concentracfes das matérias-
primas e o tamanho de particula se mostrou diretamente proporcional ao
aumento da viscosidade. Este fator foi considerado o mais importante e uma

faixa estreita de distribuicdo de tamanho pode ser obtida selecionando a
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concentracdo das matérias-primas na fase organica e mantendo sua proporcao

otimizada.

As nanoparticulas poliméricas sdo do ponto de vista farmacéutico
interessantes para a administracdo oral, pois as mesmas sdo mais estaveis no
trato gastrintestinal frente a outros carreadores coloidais, tal como o0s
lipossomas, e podem proteger o farmaco encapsulado do meio géstrico. Além
disto, o uso de diferentes materiais poliméricos permite que as caracteristicas
fisico-quimicas possam ser moduladas (por exemplo, hidrofobicidade e potencial
zeta), as propriedades de liberagdo de farmaco e o comportamento bioldgico das
nanoparticulas, tal como a bioadesdo e o aumento da recaptacdo celular
(Galindo-Rodriguez et al, 2005).

3.2. Quitosana
A gquitosana € um polissacarideo cationico de alto peso molecular obtido

pela desacetilacdo da quitina (Fig.4). Este biopolimero possui muitas
caracteristicas Uteis, tais como a hidrofilia, a biocompatibilidade, a
biodegradabilidade e a afinidade com muitas proteinas. Quando em meio acido,
seus grupos glucosamina ficam protonados e este polimero € conhecido pela
sua capacidade de se ligar a ions metélicos, visto que seus grupos amina na
cadeia de quitosana servem como sitios quelantes para os metais (Kumar, 1999;
Austin et al 1981).

OH

Figura 4. Obtencédo da quitosana a partir da reacédo de desacetilacdo da quitina
(Kumar, 1999).
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Alguns estudos tém reportado que a quitosana aumenta o transporte de
substancias através de barreiras mucosas. lllum e colaboradores, em 1994,
utilizaram uma solucéo de quitosana para aumentar a absorc¢éo de insulina pela
via nasal de ratos e ovelhas, que permaneceu aumentada até 30 — 45 minutos
apos a administracdo da solucdo e decaiu apdés 60 minutos de administracéo,
aparentemente retomando as propriedades normais de permeabilidade da
mucosa. E possivel que as cargas positivas da quitosana tenham um efeito
transitério na funcdo canal das tight juctions, visto que ndo foi encontrada

nenhuma alteragdo morfoldgica frente ao grupo controle.

Dodane, Khan e Merwin, em 1999, buscaram melhor compreender os
mecanismos envolvidos na barreira mucosa, utilizando células Caco-2 como
modelo in vitro de sistema de transporte para a barreira celular intestinal. O efeito
da quitosana em diferentes tempos e concentragcdes na permeabilidade e
morfologia das células Caco-2 foi estudado. A quitosana causou um rapido efeito
dose-dependente quanto ao decréscimo na resisténcia elétrica trans-epitelial
(TEER), quando aplicada apicalmente. Mesmo na menor concentragdo, em 15
minutos, ja houve uma reducdo da TEER. Para testar a reversibilidade da
influéncia da quitosana na modulacdo da permeabilidade das membranas,
comparou-se a TEER de células incubadas somente com meio e sem quitosana
frente a presenca em uma hora de quitosana apical. Observou-se um decréscimo
dose-dependente da TEER, que progressivamente retomou o nivel basal através
das 24 horas remanescentes. O efeito foi confirmado pelo aumento do
coeficiente de transporte do manitol quando as células eram tratadas com uma
solucdo de quitosana 0,1-0,5% p/v por 60 minutos quando comparadas as
células controle. O envolvimento das tight junctions foi visualizado por
microscopia de varredura confocal utilizando ocludina e ZO-1 (proteinas das tight
junctions) que foram marcadas e, ao incubar com 0,01 e 0,1 % de quitosana,
variaram sua localizacdo e reduziram a sua intensidade de fluorescéncia na

periferia da célula.

Em 2004, Smith, Wood e Dornish também relataram que a quitosana
promoveu uma reducdo da TEER de uma forma dose-dependente nas
monocamadas de células Caco-2. Além disso, também avaliaram por
imunofluorescéncia a localizacdo de ZO-1, corroborando a perda da ZO-1

associada a membrana em algumas areas. Analisando as fragbes celulares,
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observou-se uma perda de ZO-1 e ocludina, dose-dependente, das fracdes
citosolicas e de membrana para a fragdo do citoesqueleto. Desta forma, este

estudo concluiu que o rompimento é causado por uma translocacdo das

proteinas das tight junctions das membranas para o citoesqueleto.

Mais recentemente, em 2016, Jin e colaboradores estudaram a influéncia
da quitosana e nanoparticulas de quitosana com diferentes pesos moleculares
sobre a TEER, verificando que o aumento do peso da quitosana levava a uma
maior reducdo da TEER, sendo que os valores se estabilizaram apés 4 horas de
incubacdo. Com a retirada da quitosana ou das nanoparticulas havia um
aumento progressivo da TEER, sendo desta forma, um efeito reversivel. A
absorcéo do acido salviandlico B (SalB) veiculado com a quitosana (SalB-CS) ou
com nanoparticulas de quitosana (SalB-NP) também foi estudada, tendo sido
observado um aumento da absor¢ao do acido com o aumento do peso molecular
da quitosana para SalB-CS e um aumento da absor¢cdo quando havia uma
reducdo do peso molecular da quitosana para SalB-NP. Este resultado é
provavelmente devido ao seu menor tamanho, demonstrando uma maior
absorcao do SalB-NP em comparacdo a SalB-CS devido provavelmente a um
efeito de transporte paracelular somado um efeito da endocitose para as

nanoparticulas.

Em 2013, Guo e colaboradores estudaram a modificacao de superficie de
nanoparticulas de PLGA adicionando quitosana e estudaram o efeito na
absorcao de 7-etil-10-hidroxi camptotecina (SN-38). O mecanismo de absorcéao
destas estruturas foi estudado pela marcacdo com 6-cumarina, tendo sido
comprovado que as nanoparticulas eram internalizadas via endocitose. Além
disto, observaram que havia um sinergismo na inibicdo do processo de efluxo
via glicoproteina—P (Pgp) quando da associa¢do da quitosana com PLGA. O
aumento na absorc¢éo celular e uma reducao no efluxo do farmaco contribuiram
para um aumento da concentracao intracelular do mesmo.

Quanto as nanocapsulas, alguns estudos com revestimento de quitosana
mostraram resultados promissores, tal como o uso de docetaxel em carreadores
coloidais de quitosana consistindo de um nucleo oleoso e de um revestimento
de quitosana. Tais carreadores foram desenvolvidos por Lozano e colaboradores
em 2008 para facilitar a entrega controlada intracelular de docetaxel. Os

sistemas apresentaram tamanho médiode particula menor que 200 nm e uma
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superficie de carga positiva. A cobertura de quitosana em torno do nucleo oleoso
se realizou devido as interacdes ibnicas entre as cargas negativas do agente
tensoativo (lecitina) e a carga positiva da quitosana. A andlise de citometria de
fluxo mostrou que os carreadores foram rapidamente internalizados pelas
células tumorais. Mais recentemente, em 2015, Algathani e colaboradores
estudaram o efeito do revestimento de quitosana na permeabilidade de
nanocapsulas de acido poli(latico co-glicdlico) (PLGA) contendo a—tocoferol ou
x-tocotrienol em cultura de células Caco-2 e verificaram que a presenca do
revestimento na nanocapsula aumentava a captacao celular dos farmacos em
cerca de 3 vezes. As nanocdpsulas foram marcadas com isotiocianato de
fluoresceina e também se observou um aumento da captacéo significativo para
as nanocapsulas revestidas em relacdo as ndo revestidas. A captacdo se
mostrava reduzida cerca de 10 vezes quando o experimento era realizado a 4

°C, sugerindo um mecanismo de endocitose.

Em 2012, nanocéapsulas de nucleo lipidico estabilizadas com polissorbato
80 e lecitina, recobertas ou ndo com quitosana, tiveram sua
hemocompatibilidade testada (Bender et al, 2012), bem como foram
caracterizadas fisico-quimicamente. Foi verificada a alteracdo de potencial zeta
de negativo para positivo ap0s o revestimento com quitosana e o tamanho das
particulas se situou em torno de 130 nm. Para o teste de hemocompatibilidade,
utilizou-se 2 e 10% v/v da formulacédo. O tempo de pro-trombina ndo se mostrou
alterado, independente da concentracdo de formulacdo ou presenca de
revestimento. Quanto ao tempo de coagulacdo, somente as concentracdes de
10% mostraram uma reducdo, mas que ainda estava dentro dos valores de
normalidade. Para o teste de hemodlise, as formulacdes a 2% se mostraram

adequadas.

3.3 Nanocapsulas multiparede complexadas com metal
Mais recentemente, em 2014, Bender e colaboradores propuseram, um

complexo lecitina-quitosana-metal-ligante para a funcionalizacdo da superficie
de nanocapsulas. Este desenvolvimento foi realizado a partir de nanocapsulas
de nucleo lipidico estabilizadas com polissorbato 80 e lecitina. A lecitina por

apresentar cargas negativas proporciona uma ligacdo eletrostatica com a
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guitosana, que possui grupamento amodnia, que pode ser complexado com
metais que, por sua vez, complexam com moléculas ou macromoléculas que
possuam heterodtomos como oxigénio, nitrogénio, enxofre ou fosforo. Estas
particulas foram denominadas nanocapsulas multiparede complexadas com
metal. Neste trabalho foi utilizado como ligante a fenilalanina, como modelo, ou
um fragmento de cadeia simples anti-eletronegativo [scFv anti-LDL(-)]. Dois
metais foram testados, o ferro e o zinco, e apés foi adicionada a fenilalanina em
uma proporc¢ao 3:1 mol/mol para passivacdo da superficie. Foi verificada uma
distribuicdo unimodal e nanométrica para concentracdes de metal de 50 e 25
ug/mL, de ferro e zinco, respectivamente, acima das quais era verificado um
favorecimento da agregacdo das particulas. Os sistemas também foram
avaliados na auséncia de fenilalanina e apresentaram perfis granulométricos
polimodais, desta forma, observou-se que a nanocapsula multiparede
complexada com metal é altamente reativa, se combinando facilmente com
particulas ao redor e formando microparticulas. O processo se mostrou mais
evidente com o aumento da concentracdo dos metais. Considerando a alta
reatividade da superficie da nanocapsula multiparede, a passivacado se mostrou
crucial para a estabilidade das suspensdes coloidais. Os resultados também
demonstraram que o fragmento anti-LDL eletronegativo de cadeia simples
variavel [scFv anti-LDL (-)], ligado a superficie de nanocapsulas teve sua
capacidade de reconhecer LDL(-) preservada, bem como a reatividade e
especificidade de scFv anti-LDL(-) mantidas apos a formacdo do complexo

organometalico na superficie da nanocapsulas.

Mayer e colaboradores, 2015, seguiram 0 mesmo conceito de particula e
utilizaram o Fe Il como metal para complexacao e substituiram o ligante, agente
passivante de superficie, pela laronidase (L-MLNC) utilizada no tratamento da
Mucopolysaccharidosis tipo I. O estudo comprovou que a eficiéncia catalitica da
laronidase foi maior na formulacdo quando comparada a enzima livre, o que pode
ser explicado pela capacidade da mesma em se agregar e a nanoestruturacao
permitiria que as unidades de enzima fossem expostas em maior nimero para
os sitios de acédo, por prevenir a agregacao da mesma, levando a uma maior
eficiéncia catalitica. Os testes in vivo foram realizados em uma concentracédo na
qual a concentracdo permitiu uma viabilidade celular de 100% in vitro e foi

observada uma atividade catalitica mais alta para a L-MLNC no figado, coracao
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e rins, entretanto, as particulas ndo conseguiram cruzar a barreira hemato-
encefalica, por possuirem seu mecanismo de internalizagcdo por transporte
passivo. A limitagdo do uso de altas doses de laronidase, como o uso de
antipiréticos e anti-histaminicos antes da infusdo da enzima, pode ser superada
pelo uso da L-MLNC, permitindo uma maior atividade da enzima em menores

doses e também reduzindo o custo do tratamento.

3.3.1 Zinco

O zinco € um elemento essencial para a manutencdo das funcbes
celulares e fisioldgicas e é o mais abundante metal depois do ferro (Little et al,
2010). Este metal possui uma atividade bioldégica multidirecional, estando
correlacionado a cerca de 80 enzimas, influenciando, inclusive, a atividade da
enzima conversora de angiotensina |. Sua presenca é indispensavel para criar
uma estrutura correta para muitas proteinas regulatérias e receptores
hormonais, incluindo a aldosterona, o que é necessario para a interagdo com
DNA. E um elemento essencial das estruturas dos acidos nucléicos e faz parte
do seu metabolismo. O crescimento de células e a divisdo dependem do
contetdo de zinco nas células e do seu transporte para dentro das mesmas
(Tubek, 2001).

Alguns estudos relacionando hipertenséo e zinco foram realizados. Em
2002, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tiveram uma alimentacao
padrao ou deficiente em zinco por 4 semanas, a fim de se avaliar se a deficiéncia
de zinco afetaria os niveis de pressao sanguinea em um estado geneticamente
hipertensivo através da queda da atividade da superéxido dismutase Cu/Zn.
Observou-se que os animais com uma dieta deficiente em zinco tiveram um
aumento progressivo na pressao arterial sistélica (Sato et al, 2002). Ja em
animais normotensos, a mesma dieta ndo proporcionou alteracées na pressao
sanguinea (Sato et al, 2003), sendo que uma dieta rica em zinco levou a um

aumento da pressao arterial (Yanagisawa et al, 2004).

Em 1995, Davydenko e colaboradores relacionaram a ingestéao de Ca, Mg,
P, Fe, Cu e Zn com os niveis de pressdo sanguinea arterial, para isto, 1556
homens que moravam em Kiev com idades entre 20 — 59 anos foram avaliados.

Verificou-se que a ingestao alta de Ca e Zn eram relacionadas com altas taxas
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de pressao arterial. Em 2005, Tubek realizou um estudo com 10 pacientes
hipertensos, néo tratados, de ambos 0s sexos, que ndo eram diabéticos ou
obesos. Os valores de excre¢ao de zinco por 24 horas foram significativamente
diferente entre pacientes hipertensos e saudaveis, 7,46+3,01 umol e 5,19+2,19
pmol (p<0.025), respectivamente. Ap6s um més de tratamento com 4 mg de
perindopril por dia, um decréscimo do zinco na urina foi observado até atingir
niveis que ndo mais eram significativamente diferentes dos pacientes saudaveis
(5,98 + 2,13 umol). O decréscimo foi significativamente diferente dos valores

antes do tratamento (p<0.05).

Inibidores da enzima conversora de angiotensina, como o captopril, tém
sido associados com uma excrecao renal excessiva e sustentada de zinco, bem
como a baixos niveis séricos de zinco (Golik et al, 1998). Diferentemente do
ferro, o0 zinco ndo pode ser mobilizado dos estoques corporais quando a ingestéao
€ inadequada ou a perda do zinco se torna mais pronunciada. Desta forma, o
uso crénico do farmaco pode levar eventualmente a uma deplecéo de zinco, que

pode levar a inumeros efeitos adversos (Braun e Rosenfeldt, 2013).

Em 1988, Abu-Hamdan e colaboradores mediram 0s niveis de zinco
plasmatico e a excrecdo urinaria de zinco em 17 pacientes hipertensos que
recebiam captopril. 11 pacientes foram descritos como usuarios de alta dose
(266 + 34 mg/dia) e uso cronico (mais de 6 meses), enquanto os demais
utilizavam baixa dose e por pouco tempo (menos que 6 meses com uma dose
em torno de 104 + 40 mg/dia). Comparado com o grupo controle ndo usuario de
captopril, os usuarios de longo tempo apresentaram uma baixa concentracao
plasmatica e alta perda urinaria de zinco, enquanto ndo houve diferenca
significativa para usuarios de baixa dose e curto tempo. Golik e colaboradores,
em 1990, verificaram que para o uso crénico de captopril (75 mg/dia), houve um
aumento significativo da perda renal de zinco, bem como uma reducdo

significativa de zinco nas células vermelhas do sangue.

3.4  Captopril

O captopril (D-2-metil-3-mercaptopropanol-L-prolina) € um inibidor ativo
oral da enzima conversora de angiotensina (ECA) e demonstra uma efetividade

clinica excelente no tratamento da hipertenséo arterial. E o primeiro da classe a
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apresentar trés fungdes: um grupo mercapto, amida e carboxila em sua estrutura.
Tem sido reportado que o captopril se liga ao ion zinco localizado no sitio ativo
da ECA tanto pelo grupo mercapto em uma forma monodentada ou de uma
maneira bidentada pelos grupos carboxila ou carbonil amida. O captopril
aumenta desta forma a perda urinaria de zinco e depleta os estoques do mesmo
(Golik et al, 1998). A estabilidade do farmaco decai quando em contato com ions

metalicos.

HS - N

ollil.
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Figura 2. Estrutura quimica do captopril.

O captopril € livremente soluvel em agua (125 — 160 mg/mL em pH 1,9)
com pKa de 3,64 a 25°C e seu coeficiente de particdo é pH-dependente (Seta et
al, 1988). Além do pKa do grupo carboxil, a funcéao tiol apresenta um pKa de 9,8
(Remko, 2007).

Segundo estudo de Giudicelli e colaboradores em 1987, a meia-vida de
eliminacao do captopril livre variou de 0,79 + 0,10 a 0,96 £ 0,03 horas, sendo que
0s niveis plasmaticos de captopril livre ndo foram mais detectados apds 6 horas

de tratamento, tanto em uso agudo como crénico.

A eficacia do captopril como farmaco de primeira escolha com acao anti-
hipertensiva apds dose oral é de 6 a 8 horas e 0 uso clinico requer uma dose de
37,5 — 75,0 mg a serem administradas 3 vezes ao dia. Desta forma, formas
farmacéuticas de acdo prolongada podem ser benéficas devido a diminui¢ao na
frequéncia de administracdo, o que leva a um aumento na adeséao ao tratamento,
sendo esperado que sejam minimizadas as flutuacfes das concentracdes no

sangue diminuindo os efeitos adversos (Ho, 1997; Yimin, 2006).

O captopril é estavel em pH 1,2 e 0 mesmo fica instavel a medida que o

pH aumenta, quando passa para o pH alcalino no intestino e quando sofre
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metabolismo de primeira passagem. Além disso, o mesmo reflete reacdo
proeminente com alimentos e diminui¢ao da biodisponibilidade na presenca dos
mesmos (Yimin, 2006; Nur, 2000). Um estudo em 1982, realizado por Singhvi e
colaboradores, verificou, baseado nos dados de concentracdo plasméatica e
excrecao urinaria, que em um estado alimentado havia uma diminuigéo de 35 —

40% da biodisponibilidade do farmaco.

O desenvolvimento de formas de liberacdo controlada de captopril é
bastante dificil devido a alta instabilidade tanto in vivo como in vitro (Azevedo,
2011), sendo degradado em varios metabdlitos in vivo e sofrendo degradacgao
tipo pseudo-primeira ordem devido a pequenas mudancas de faixa de pH in vitro.
Além disto, o farmaco sofre elevado dose dumping e burst phenomenon por ser
livremente solavel (Nur, 2000).

3.4.1 Formas de liberagdo modificada contendo captopril
Devido a baixa meia-vida e ao curto tempo de duracdo de acdo do

captopril, microesferas que formam uma matriz polimérica de captopril em
guitosana e gelatina foram desenvolvidas (Li, 2007). As mesmas apresentaram
tamanhos entre 220 — 280 um e demonstraram uma liberacdo retardada do
captopril quando comparadas a um comprimido de captopril, podendo ser
correlacionada a formacéo de um gel e dissolucéo e difusdo do farmaco. Para
evitar o burst effect foi adicionada celulose microcristalina e se verificou um
atraso na liberacdo do farmaco, demonstrando que a celulose microcristalina

pode ser utilizada para alterar a velocidade de liberacgéo.

Em outro estudo, foram desenvolvidas microparticulas de albumina
contendo captopril em quatro diferentes proporc¢des de polimero e farmaco, com
didmetros médios variando de 2 a 11 um. Verificou-se que o aumento da
guantidade de polimero aumentou o tempo de liberacdo do farmaco, também
havendo liberacdo de farmaco imediata, provavelmente pela adesdo do mesmo
a superficie da particula ou retencéo imprépria do captopril. A eficiéncia de
distribuicdo das microparticulas in vivo apresentando farmaco foi de 11,74% no
figado, 7,69% nos pulmdes, 5,67% no baco e 8,50% nos rins apds 24 horas,

onde o acumulo de farmaco livre no figado é de 7,69%, de 4,86% nos pulmdes,
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de 2,02% no baco e de 2,63% nos rins, da dose injetada apos 2 horas de
administracao (Dandagi, 2006).

Microparticulas de propionato de celulose (CP) contendo captopril foram
preparadas pela técnica de evaporacao de solvente. O efeito anti-hipertensivo
da formulacao foi testado frente a uma solugcdo aquosa contendo o farmaco
utiizando ratos hipertensos. A formulagdo continha uma mistura
farmaco:polimero 1:1,5 (1:1 baixo:alto peso molecular de CP), tendo sido
selecionada devido a alta encapsulacao (75,1%), propriedades de fluxo,
empacotamento e caracteristicas de liberacdo. A rapida liberagéo inicial foi
devida principalmente a dissolugcdo e difusdo do farmaco proximo ou na
superficie das microparticulas. A segunda e mais lenta fase de liberacao envolve
a difusdo do farmaco dentro da parte interna da matriz polimérica por canais
aquosos ou pelos poros da rede. Nao houve efeito significativo (p>0,05) na
pressao sanguinea sistélica (PSS) apos administracdo de microparticulas sem
farmaco. Houve um rapido decaimento na PSS ap0s 2 horas de administracéo
de uma solucédo aquosa de captopril (6,75 mg/Kg), entretanto, em 3 horas a
pressao voltou a aumentar. Por outro lado, uma reducdo mais gradual e
sustentada da PSS até 24 horas foi verificada ap0s administracdo das

microparticulas com farmaco (El-Kamel, 2006).

Em 2011, Azevedo e colaboradores realizaram a inclusdo do captopril
ema-CD e B-CD e, para assegurar a complexacao da molécula hidrofilica e CDs,
guatro tipos de processos foram realizados: liofilizacdo (FD), nebulizagdo (SD),
evaporacao a vacuo (VE) e kneading (KM). O captopril livre causou uma resposta
inibitéria maxima a resposta pressora induzida por angiotensina | apos 30
minutos de injecdo, mostrando uma reducdo no seu efeito inibitério apds 75
minutos de administracdo. Todos os complexos apresentaram efeitos inibitorios
mais prolongados que o farmaco (p<0,05), entretanto duas formulacdes, CAP/a-
CD:KM e CAP/B-CD:SD, demonstraram os melhores resultados, tendo
apresentado seu maior efeito inibitério em 30 minutos. Entretanto, um
decaimento deste efeito foi observado entre 60 a 90 minutos para CAP/B-CD:SD.
Para CAP/a-CD:KM o efeito inibitério se mostrou estavel até o final do periodo
de observacdo (2 horas) e este efeito ainda foi detectavel apds 22 horas,
indicando um efeito pressor sustentavel da angiotensina | e como se o captopril

estivesse protegido da degradagdo sendo liberado em partes durante o
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monitoramento da presséo arterial. A formulagdo que mostrou melhor grau

complexacao foi a CAP/a-CD:KM (superior a 34%).

3.5 Hipertensao
As doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 65% do total de 6bitos

na faixa etaria de 30 a 69 anos, atingindo a populacédo adulta em plena fase
produtiva. Haja visto o seu caréater crbnico e incapacitante, podendo deixar
sequelas para o resto da vida, as mesmas sdo de grande importancia. Dados do
Instituto Nacional de Seguridade Social (INSS) demonstram que 40% das
aposentadorias precoces decorrem destas. Na faixa etaria de 30 a 60 anos, as
doencas cardiovasculares sao responsaveis por cerca de 14% da totalidade de
internacdes, sendo 17,2% por acidente vascular encefalico (AVE) ou infarto
agudo do miocardio (IAM), resultando em gastos na ordem de 25,7% do total.
Em nosso meio, a hipertenséo arterial (HA) tem prevaléncia estimada em cerca
de 20% da populacao adulta (maior ou igual a 20 anos) e forte relacdo com 80%
dos casos de AVE e 60% dos casos de doenca isquémica do coracdo. Constitui,
sem duavida, o principal fator de risco para as doencas cardiovasculares, cuja
principal causa de morte, o AVE, tem como origem a hipertensao nao-controlada
(Ministério da Saude, 2002).

No Rio Grande do Sul, um estudo demonstrou uma prevaléncia de
hipertenséo arterial sistémica referente aos diferentes critérios de classificacao
de 20,4% (187 individuos, 1C=17,8-23,1%) para pressao arterial 2160/95 ou
inferior em uso de anti-hipertensivos e 33,7% (309 individuos, 1C=30,6-36,8%)
para pressao arterial 2140/90 ou inferior em uso de anti-hipertensivos. Destes
33,7% foram classificados como hipertensos e 49,2% desconheciam esta
condicao; 10,4% tinham conhecimento de ser hipertensos, mas ndo seguiam o
tratamento; 30,1% seguiam o tratamento, mas ndo apresentavam controle
adequado e 10,4% seguiam tratamento anti-hipertensivo com bom controle.
Considerando a condi¢do para presséo arterial de 2160/95 mmHg, se observou:
187 (20,4%) individuos classificados como hipertensos, sendo que 24,60%
ignoravam esta condicao, 8,6% tinham conhecimento de ser hipertensos, mas
nao seguiam o tratamento; 32,1% seguiam o tratamento, mas ndo apresentavam
controle adequado e 34,7% seguiam tratamento anti-hipertensivo com bom
controle (Gus, 2004).
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Kearney e colaboradores realizaram um estudo de revisdo em 2005 para
verificar a prevaléncia mundial e o peso absoluto da doenca em 2000 e prever o
impacto da mesma em 2025. Para isto, 0s autores pesquisaram na literatura de
01 de janeiro de 1980 até 31 de dezembro de 2002. Em geral, 26,4% da
populacdo adulta em 2000 tinha hipertenséo (26,6% dos homens [26%-27,2%)]
e 26,1% das mulheres [25,5%-26,5%)]) e 29,2%(28,8%-29,7%)projetado para ter
hipertenséo para 2025 (29:0% de homens [28,6—29,4%)] e 29,5% para mulheres
[29,1-29,9%]). O total estimado de adultos com hipertensdo em 2000 foi 972
milhdes (957-987 milhdes); 333 milhdes (329-336 milhdes) em paises
economicamente desenvolvidos e 639 milhGes (625-654 milhfes) em paises
economicamente em desenvolvimento. O nimero de adultos com hipertensao
em 2025 foi estimado para aumentar em cerca de 60% para um total de 1,56
bilhdes (1,54—1,58 bilhdes).

3.5.1 Modelos de hipertenséo in vivo
Existem diferentes modelos para avaliar a hipertensdo em ratos, sendo

eles genéticos como ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e as cepas de
ratos sensiveis a ingestdo de sodio (Dahl) e modelos de hipertensao induzidas
como o bloqueio da formacgéo do 6xido nitrico pela L-NAME e do tratamento com

deoxicorticosterona associado a ingestao alta de soédio.

3.5.1.1 Ratos espontaneamente hipertensos

Entre os modelos mais estudados de hipertensdo em animais estdo os
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) desenvolvidos por Okamoto e Aoki,
em 1963 que obtiveram pelo cruzamento entre irmaos e irmas 100% de animais
portadores de hipertensdo. Devido a similaridade da fisiopatogenia com a
hipertensdo primaria do homem, estes animais sdo reconhecidos como um
excelente modelo de hipertensao experimental (Fazan Jr, da Silva e Salgado,
2001) comecando a desenvolver a hipertensdo com 5 semanas de vida e
apresentando uma hipertensdo ja considerada espontanea entre a 102 e 152

semanas (Okamoto e Aoki, 1963).
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3.5.2 Tratamento da hipertensao

Segundo as recomendagdes em 2010 do programa de educacgdo para
hipertensdo do Canad4, modificacdes do estilo de vida devem ocorrer para
individuos hipertensos, tais como, restricdo de sodio, exercicios aerdbios
moderados de 30 — 60 min de 4 a 7 dias por semana, manutencdo do peso
corporal (indice de 18.5 kg/m? a 24.9 kg/m?) e circunferéncia de cintura (menor
gue 102 cm para homens e menor que 88 cm para mulheres); limite de consumo
de alcool, bem como uma dieta que tenha énfase em frutas, vegetais, produtos
com baixo quantidade de gordura, presenca de fibras sollveis, gréos e proteinas
de fonte vegetal e que contenham pouca quantidade de gordura saturada e
colesterol, além de considerar a administracao do estresse (Hackam et al, 2010,
Rabi et al, 2011, Daskalopoulou et al, 2012, Hackam et al, 2013).

A pressao arterial deve ser reduzida para menos de 140/90 mmHg em
todos os pacientes, e menos que 130/80 mmHg em pacientes com diabetes
mellitus ou doencgas crénicas do rim. Muitos pacientes necessitam mais de um
agente para atingir estas pressfes sanguineas. A terapia inicial indicada deve
incluir diuréticos tiazidicos, inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA), bloqueadores de canais de célcio de longa duracédo, bloqueadores de
receptores de angiotensina Il ou beta-bloqueadores. Uma combinacéo de dois
agentes de primeira linha pode ser considerada como tratamento inicial da
hipertenséo se a pressao sistolica ficar 20 mmHg acima da presséo alvo ou se a

diastdlica ficar 10 mmHg acima (Hackam et al, 2010, Rabiet al, 2011).

A combinacéao de inibidores da ECA com diuréticos esta bem estabelecida
no tratamento da hipertensao e tem um efeito aditivo na poténcia de reducao da
pressao sanguinea de ambos os grupos de farmacos (Toussaint et al, 1989). Em
1998, um estudo foi realizado por Beaulieu, Dufresne e Leblanc para avaliar as
medicacfes mais prescritas evidenciou que os diuréticos sdo 0s mais prescritos
(45,9%), seguidos pelos inibidores da enzima conversora de angiotensina
(28,4%), bloqueadores dos canais de calcio (26,2%) e beta-bloqueadores
(18,0%). Em S&o Paulo, um estudo em 2001 realizado por Junior, Pierin e
Guimardes também demonstrou que os medicamentos mais utilizados sao
diuréticos (53%) e inibidores da ECA (24%).
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Segundo as Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial VI, evidéncias
provenientes de estudos de desfechos clinicamente relevantes, com duracdo
relativamente curta, de trés a quatro anos, demonstram reducao de morbidade e
mortalidade em estudos com diuréticos, betabloqueadores, inibidores da enzima
conversora da angiotensina, bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina e
antagonistas dos canais de calcio.

3.6 Furosemida

Cl

Figura 3. Estrutura molecular da furosemida

A furosemida ou acido 4-cloro-n-furfuril-5-sulfamoilantranilico (Figura 3) &
um farmaco de baixo peso molecular com baixa solubilidade em agua, utilizado
como diurético para tratar insuficiéncia cardiaca congestiva e edema devido a
sua atividade diurética potente (Lindenberg, Koop e Dressman, 2004). E
praticamente insolivel em agua e em diclorometano e é solavel ou livremente

soluvel em acetona (Martindale,1999).

A furosemida € um farmaco classe IV segundo a Classificacédo
Biofarmacéutica. Embora tenha uma boa permeabilidade no estbmago e na
regido superior do trato gastrointestinal, a sua biodisponiblidade é baixa, variavel
e erratica, devido a baixa solubilidade no fluido gastrico (5-20 npg/mL)
(Lindenberg, Koop e Dressman, 2004, Ponto e Schoenvald, 1990). A meia-vida
€ de até 2 horas sendo prolongada em neonatos e em pacientes com
insuficiéncia renal e hepatica. A absor¢cdo apés dose oral tem grande variacao
inter e intra-individual e € influenciada pela forma de dosagem, processos de
doenca e pela presenca de alimentos (Beermann e Midskov,1986; McCrindle et
al, 1996; Grahnen et al, 1989). A absorcao é reduzida em 43 a 46% em pacientes

com doenga renal na fase terminal e é provavelmente reduzida em pacientes
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com intestino edematoso causado por insuficiéncia cardiaca congestiva ou
sindrome nefrética (Keller, Hoppe-Seyler e Schollmeyer, 1982; Korolkovas,
2008/2009).

Alguns estudos foram realizados comparando a administracdo de
furosemida por via intravenosa bolus intermitente frente a infusdo continua. Os
resultados demonstram que o efeito apés cada administracdo bolus dura cerca
de 1 a 2 horas, voltando a reter agua e sddio devido a ativagdo neuro-humoral
entre as doses. A infusdo continua tem demonstrado, em humanos, uma diurese
mais intensa com menores alteracdes de volume intravascular do que uma dose
equivalente cumulativa de 24 horas administrada in bolus, presumivelmente
resultando em uma menor ativagcdo neuro-humoral. Altas doses de furosemida
administradas in bolus podem resultar também em concentracdes sanguineas
toxicas, o que pode resultar em ototoxicidade. A administracdo por infuséo
continua sobressai esta preocupacdo por levar concentragcdes continuas ao
néfron com menor variagdo no soro e no tubo renal (Adin et al, 2003, Dormans
et al, 1996).

Dormans e colaboradores (1996) avaliaram a eficacia de altas doses de
furosemida em infusdo continua por 8 horas precedida de uma dose de ataque
(20% da dose total) frente a uma Unica injecao in bolus em uma dose equivalente
em 20 pacientes com insuficiéncia cardiaca grave. Verificou-se que o volume
urinario e a excrecdo de sodio foram significativamente mais altos para os
pacientes tratados por infusdo continua, embora houvesse uma menor excrecao
urinaria de furosemida. A concentracao plasmatica maxima de furosemida foi
maior para a injecao in bolus. Uma perda reversivel e de curta duracdo da
capacidade auditiva foi reportada para cinco pacientes que receberam injecao in

bolus.

A furosemida é frequentemente utilizada em pacientes pediatricos apos
cirurgia cardiaca para aumentar a saida de urina, devido a sobrecarga de
volume. Um estudo realizado em 2001 por Vorst e colaboradores com criancas,
ap6s cirurgia cardiaca que eram hemodinamicamente instaveis, utilizando
infusdo continua de furosemida, demonstrou que foi possivel a manutencéo da

concentracdo do farmaco abaixo dos niveis ototoxicos.
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3.6.1 Formas de liberacdo modificada contendo furosemida

Em 2005, Jia, Yujun e Guangsheng produziram um novo sistema de
nanoemulsdo A/O utilizando Triton X-100 como tensoativo, ciclohexano como
fase oleosa, n-hexanol como cotensoativo e uma solucao diluida de acido acético
contendo quitosana como fase aquosa. Ao sistema foi adicionado glutaraldeido
ou uma solucdo de hidroxido de sdédio, fazendo com que a quitosana se
reticulasse e as nanoparticulas se formassem a partir do sistema de
nanoemulsdo. As particulas obtidas com hidroxido de soédio ficaram bem
dispersas e com tamanho de particula entre 30 e 150 nm, enquanto para o
glutaraldeido ficaram em 22 nm. A partir disto, foi avaliada a capacidade de
adsorcédo das particulas com a furosemida. A capacidade de adsor¢cdo maxima
para as nanoparticulas preparadas com hidroxido de sédio alcancou 270 mg/g.

Sahu e Das, em 2014, desenvolveram uma nanosuspensdo contendo
furosemida estabilizada com polivinil acetato a fim de melhorar a
biodisponibilidade oral do farmaco. Os estudos in vivo em ratos revelaram um
aumento da absorcéo oral da furosemida das nanosuspensdes em comparacao
ao farmaco livre. Os valores de ASCo.24 € 0 Cmax foram de aproximadamente 1,38
e 1,68 vezes maiores que a do farmaco livre. A nanosuspensao mostrou uma
reducdo da pressao arterial de 20,06 = 0,02% comparada a 13,37 £ 0,02% da
suspensdao de furosemida. A melhora da biodisponibilidade e do efeito
farmacodinamico pode ser devido a melhora evidenciada na dissolucéo in vitro
da furosemida em meio gastrico simulado, o que resulta em um aumento da
absorcao da furosemida na regido do estdbmago onde a mesma possui a maior

permeabilidade.

3.7 Estudos de toxicidade
Biomarcadores de toxicidade permitem identificar processos fisiolégicos,

farmacoldgicos ou de doencas em animais e humanos, indicando processos
biolégicos e respostas como efeitos adversos de farmacos e eficacias de
tratamentos. Preferencialmente, devem ser medidos nos liquidos corporais de
uma forma néo invasiva e sensivel para serem aplicados no monitoramento de

toxicidades potenciais (Buness et al, 2014)
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Mudancas nas propriedades estruturais e fisico-quimicas de
nanoparticulas podem levar a mudangas nas atividades biologicas, incluindo
geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo uma das toxicidades
mais frequentemente relatadas associadas as nanoparticulas. O estresse
oxidativo induzido por nanoparticulas é devido a fatores acelulares tal como a
superficie da particula, de tamanho, composicdo e a presenca de metais,
enquanto que as respostas celulares, tais como a respiragdo mitocondrial,
interacdo célula-nanoparticula e ativacdo de células imunes responsaveis por
danos mediados por ROS. As respostas ao estresse oxidativo induzido por
nanoparticulas s@o responsaveis por outros efeitos patolégicos incluindo
genotoxicidade, inflamacao e fibrose , como demonstrado pela ativacao de vias
de sinalizacdo celular associadas. Como o0 estresse oxidativo € um fator
determinante da lesdo induzida por nanoparticulas, é necessario caracterizar a

resposta de ROS (Manke, Wang,e Rojanasakul, 2013).

O estresse oxidativo esta relacionado com a etiopatogenia de uma série
de doencas cronicas, como diabete, ateroesclerose e doenca renal, e dentre os
muitos alvos biologicos estéo os lipideos que séo a classe de biomoléculas mais
envolvidas. A oxidacédo lipidica leva a um numero de produtos secundarios e
entre eles estdo os aldeidos, com a habilidade de exacerbar o dano oxidativo. O
malondialdeido (MDA) é o principal e mais estudado produto da peroxidacao de
acidos graxos polinsaturados (Del Rio, Stewart e Pellegrini, 2005). Os métodos
mais utilizados para a deteccdo do MDA foram desenvolvidos utilizando uma
reacao com acido tiobarbitarico (TBA), entretanto, tém recebido inUmeras criticas
devido a sua falta de especificidade. Desta forma, Grotto e colaboradores, 2007,
desenvolveram uma metodologia de andlise por CLAE ap6s uma hidrdlise

alcalina e extracdo com n-butanol.

A alanina aminotransferase (ALT) desempenha um papel importante no
metabolismo e gliconeogénese de aminoacidos. A ALT e a aspartato
aminotransferase (AST) catalisam a transferéncia redutiva de um grupo amino
de alanina ou aspartato, respectivamente, para a alfa-cetoglutarato originando
glutamato e piruvato ou oxaloacetato, respectivamente. Hepatdcitos danificados
liberam os seus conteudos, incluindo a ALT e AST, para o espaco extracelular,
estas enzimas entram em circulacdo e assim aumentam 0S seus niveis sérico

sem comparacdo aos controles. A AST esta localizada no coragdo, cérebro,
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musculo esquelético e tecido do figado, enquanto a ALT esta localizada
primariamente no figado, com menor atividade enzimatica encontrada no
musculo esquelético e no coracdo. Aumentos nos niveis sericos de ALT e AST
também podem surgir a partir de lesdes extra-hepatica, particularmente do
musculo esquelético. A medida de AST no soro é considerado um biomarcador
da funcdo hepatica menos especifico em comparacado com a atividade da ALT,
jAd que 0 AST é liberado de midcitos danificados, bem como hepatdcitos (Ozer et
al., 2008).

O rim € um dos principais alvos da toxicidade de farmacos, mas a
deteccdo precoce do dano é muitas vezes dificil. Durante décadas, a avaliacao
da nefrotoxicidade se baseou principalmente na detecgcdo da fungdo renal
prejudicada por um aumento no soro de creatinina ou uréia (BUN). No entanto,
tem sido reconhecido que devido a reserva funcional do rim, estes marcadores
clinicos comumente utilizados aparecem mais tarde e, portanto nao Ssao
indicadores confiaveis de lesdo renal aguda. O BUN é uma medida amplamente
utilizada da funcéo renal, mas nédo é uma medida confiavel de leséo renal, porque
muitos fatores podem afetar sua concentracdo. E filtrado livremente pelo
glomérulo, mas a uréia € entdo reabsorvida em diferentes graus por outras partes
do néfron. Por conseguinte, um aumento no BUN pode ser visto com deplecéo
de volume na auséncia de qualquer leséo tubular. Além disso, o aumento dos
niveis de BUN pode ser observado quando a producéo de ureia € aumentada,
como ocorre por cargas de proteinas exdégenas (suplementacéo de proteina) ou
enddgenas (estados catabdlicos ou sangue no trato gastrointestinal) (Bonventre
et al, 2010).

A necessidade de uma deteccdo prematura e com maior precisdo da
toxicidade renal, tanto na clinica como na avaliacdo de seguranca pré-clinica,
tem estimulado intensa investigacdo para desenvolver novos biomarcadores
com a capacidade de medir efeitos sutis sobre a integridade dos tubulos renais
em vez da sua funcéo reduzida (Hoffmann et al, 2010).

A N-acetil-B-glucosaminidase (NAG), uma enzima lisossémica do tubulo
proximal, tem sido extensivamente estudada e se tem provado que a mesma €
um indicador sensivel, persistente e robusto para a deteccédo do dano tubular.
As vantagens da utilizacdo de da NAG séo (a), a sensibilidade as alteracdes sutis

nas células epiteliais na borda em escova dos tubulos proximais resultando em
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desprendimento de NAG na urina e a quantidade de enzima pode ser
diretamente correlacionada com a lesé&o tubular; e (b) de quantificacdo, ensaios
enzimaticos simples e reprodutiveis sdo bem estabelecido para medir o analito
colorimetricamente utilizando um espectrofotometro. A desvantagem é que a
atividade da NAG urinédria pode ser inibida pela ureia enddgena (Vaidya,
Ferguson e Bonventre, 2008)

A microalbuminuria, definida como a excre¢do de albumina urinaria
patolégica em niveis (30 a 300 mg/L) abaixo do limite de deteccao por vareta
urinaria convencional, tem sido estabelecido como um marcador util do
desenvolvimento e progressdo da doenca renal, especialmente a nefropatia
diabética. A microalbuminuria resulta de alteracBes na filtracdo glomerular
secundéaria a alteracbes na pressdo intraglomerular e/ou das mudancas
estruturais do poddécito ou membrana basal glomerular. A microalbumindria pode
vir a ser um marcador util de dano agudo dos rins e danos as ceélulas tubular

proximal concomitante (Vaidya, Ferguson e Bonventre, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais

O polimero poli(e-caprolactona) (Mw = 80KDa), o monoestearato de
sorbitano e o triglicerideo do acido caprico/caprilico (TCM) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O polissorbato 80 (Tween80 ®) foi
adquirido da Henrifarma (S&o Paulo, Brasil) e o captopril e a furosemida da
Delaware (Porto Alegre, Brasil). A lecitina de soja (Lipoid S75®) foi obtida da
Lipoid (Alemanha). Os solventes e reagentes utilizados s&o de grau farmacéutico

ou analitico.

4.2 Preparacao das nanocapsulas
Para a preparacdo das nanocapsulas, foi utilizada a metodologia

desenvolvida por grupo de pesquisa, processo ja patenteado, substituindo os

farmacos por captopril e furosemida.

As suspens0Oes de nanocapsulas foram preparadas através do método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado (Venturini et al, 2011), através da
utilizacdo de duas fases: organica e aquosa. A fase organica constitui-se de:
furosemida, polimero (poli-e-caprolactona), monoestearato de sorbitano,
triglicerideo dos acidos caprico e caprilico e acetona, que serdo solubilizados
sob agitacdo e aquecimento (40 °C). Em paralelo, uma solucao etanolica de
Lipoid S75® foi preparada e adicionada a solucéo organica apos a dissolucao
dos componentes. A fase aquosa, por sua vez, constitui-se de um tensoativo de
elevado EHL (polissorbato 80). Apos a dissolucdo de todos os componentes de
ambas as fases, a fase organica foi vertida continuamente através de um funil
sobre a solugcdo aquosa. A suspenséo resultante foi mantida sob agitacdo na
temperatura de 40 °C por 10 min, apés, o solvente organico foi removido e a
suspensao concentrada sob presséo reduzida a fim de ajustar o volume final

para 10,0 mL. Esta formulacdo € chamada LNC-Fur(0,5).

Para o revestimento das nanocapsulas, uma solucéo de quitosana 1,0%,
em meio contendo acido acético 1%, foi preparada. Apés solubilizar, a solucéo
foi filtrada utilizando unidade filtrante com diametro de poro de 0,45 um
(Millipore®) para evitar a presenca de aglomerados. 1,0 mL dessa solucéo foi
lentamente adicionado sobre 9,0 mL da LNC-Fur(0,5) sob agitacdo magnética

moderada. O meio reacional permaneceu sob agitacao por 2 h na temperatura
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ambiente. Esta formulacdo é chamada de suspensdo de nanocapsulas
multiparede [MLNC-Fur(0,45)], agora diluida em funcéo da adi¢édo da quitosana.

Para a complexacao de captopril na superficie, uma solucdo aquosa de
acetato de zinco (dissolucao por 1h a 37 °C) foi adicionada sobre a suspensao
MLNC-Fur(0,45) com agitagdo moderada. O meio reacional foi, entdo,
adicionado de uma solugdo de 1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina
[Capt(0,5)-Zn-MLNC-Fur(0,45)] e permaneceu sob agitacdo por vinte e quatro
horas.

Alcool

Lecitina i Quitosana
. VolumeioomL emacido

Polimero o 1a
Tensoativo, Nanocapsulas acético

Oleo
Fase

Furosemida G "/// /// / ﬁ
acetona "’/ ”’l/ Acetato de
/’ o}
aquosa T prenpltacao U zinco
tensoativo > !

Figura 5. Esquematizacdo da metodologia de preparacdo das nanocapsulas

multiparede (Pohimann et al, 2011).

4.3 Caracterizacado das nanocapsulas multiparede

As caracterizacbes foram realizadas para as formulagcdes com
concentracgdes dos farmacos de 0,5 mg/mL e concentracéo de zinco de 25 pg/mL
[Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45)].

4.3.1 Determinacao do diametro médio e da polidisperséo

As formulacdes de nanocapsulas multiparede foram avaliadas
considerando o diametro médio em relagdo ao volume da esfera equivalente
D@,3), utilizando difracdo de laser (Malvern® 2000 Mastersizer®, Malvern
Instruments, Reino Unido). A distribuicdo de tamanho € expressa pelo valor de

SPAN, expressa na equacéao 1:

_ D(0,9-D(0,1)
SPAN = By e— @h)
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onde D(0,9), D(0,1) e D(0,5) correspondem respectivamente aos volumes
cumulativos em 90%, 10% e 50%.

Para outra andlise, as amostras foram diluidas 500 vezes (v:v) em 4gua
ultrapura previamente filtrada (0,45 um) a temperatura ambiente e o tamanho
das particulas foi analisado utilizando-se espalhamento de luz dindmico
(ZetaSizer® ZS, Malvern Instruments, Reino Unido).

A andlise de rastreamento das nanocpsulas multiparede foi realizada
através do equipamento NanoSight LM20 (NanoSight®, Amesbury, Reino Unido).
Foi feita uma diluicdo entre 1000 e 5000 vezes em agua MilliQ® e as amostras
diluidas foram injetadas na camara de amostra. Um feixe de luz laser a 640 nm
incidiu sobre as amostras e o espalhamento foi captado durante um tempo pré-
determinado utilizando-se obturador e ajustes de ganho manuais. Os dados
foram coletados e analisados através do software NTA 2.0 Build 127 que
identifica e rastreia nanoparticulas individuais que se deslocam em movimento
browniano, relacionando o movimento com um determinado tamanho de
particula. Os resultados corresponderam a média aritmética dos valores
calculados com os tamanhos de todas as particulas analisadas pelo

equipamento.

4.3.2 Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado utilizando-se ZetaSizer ZS (Malvern,
Reino Unido), cujo principio baseia-se na mobilidade eletroforética de sistemas
coloidais. As diferentes formulagbes foram diluidas 500 vezes em solucéo
aquosa de cloreto de sodio 10 mM, previamente filtrada (0,45 um), e depois

foram analisadas.

4.3.3 Determinacao do pH

Foi utilizado um potenciobmetro DM-22 (Digimed, Brazil) a 25 °C
previamente calibrado com solucéo tampao pH 4,0 e 7,0, imerso diretamente nas
suspensdes coloidais ap0s a sua preparacao. As analises foram realizadas em

triplicatas.
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4.3.4 Andlise morfoldgica das nanocapsulas multiparede por microscopia
eletronica de transmissao (MET)

Foi utilizada microscopia eletronica de transmisséao (MET) para analisar a
morfologia das nanocapsulas multiparede. As suspensfes foram diluidas em
agua na proporcao de 1:10 (suspensdo:agua ultrapura) e depositadas sobre
grids de cobre (400 mesh) com revestimento de formvar/carbono (Electron
Microscopy Sciences), sendo utilizado como contraste negativo o acetato de
uranila. As amostras foram mantidas em dessecador a vacuo até a realizacao da
microscopia em microscépio eletrénico de transmissdo operando a 80 kV, no

Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS.

4.3.5 Analise morfolégica das suspensdes por microscopia de forca
atomica (AFM)

Uma pequena quantidade da amostra foi coletada com um capilar de vidro e
depositada em mica, previamente fixada no porta-amostra com auxilio de uma fita adesiva
de dupla face. Esperou-se a amostra secar completamente e esta foi levada ao microscopio
de forca atbmica para se iniciar as analises. Para a leitura das superficies em AFM, o
modo de operacgéo tapping foi empregado ¢ a area analisada foi de 1 x 1 um?, cada area
com 256 pontos varridos, com velocidade de 0,5003 Hz e escala (eixo z) de 50nm. As
medidas foram realizadas em ar e temperatura ambiente (23°C). O microscopio de forca
atdmica utilizado foi um Nanoscope Illa Multimode, fabricado pela Digital Instruments,
Santa Barbara — CA. Para a andlise das imagens de altura (planas e tridimensionais) e de

fase, utilizou-se o software Nanoscope v5.31r1, Bruker, Santa Barbara, EUA.

4.3.6 Determinacao da estabilidade fisica dos sistemas

Foi utilizada a metodologia de espalhamento multiplo de luz através de
Turbiscan LAb® (Formulaction Co., Franca). As amostras (cerca de 20 mL) foram
colocadas em uma cubeta cilindrica de vidro e inseridas no equipamento a 25
°C. A varredura foi feita por uma fonte de luz no infravermelho préximo (A = 880
nm) sendo a cubeta varrida a cada 40 um do fundo ao topo da cubeta (55 mm)
durante 1 h em intervalos de 5 min. A transmissdo e o retroespalhamento
receberam luz em angulos de, respectivamente, 180° e 45° em relacdo ao feixe

de luz incidente, e foram detectados simultaneamente por dois detectores.
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4.3.7 Avaliagdo da manutencdo do tamanho de particula em meio gastrico

e intestinal simulado

Para esta avaliagdo, 1,0 mL de formulacdo [Cap(0,5)-Zn(25)-MLNC-
Fur(0,45)] foi colocada em 9,0 mL de meio e mantida sob agitagdo magnética a
37 °C. Dois meios foram utilizados, um meio gastrico simulado composto por
uma solucao de &cido cloridrico com NaCl pH 1,2 com 0,32% de pepsina e um
meio intestinal simulado contendo tampéao fostato pH 7,5 com 1% de pancreatina
(Roger, Lagarce e Benoit, 2009). Em 0, 1, 2 e 3 horas de ensaio foi retirada uma
aliquota para andlise pela técnica de difracdo de laser (Malvern® 2000
Mastersizer®, Malvern Instruments, Reino Unido). O meio também foi analisado

para verificar se haveria alguma interferéncia do mesmo.

4.3.8 Avaliacao da presenca de nanocristais

Para avaliar a formacao de nanocristais de furosemida na formulacéo de
nanocapsulas, quantificou-se por HPLC por 28 dias o teor de furosemida,
comparando-se a formulacdo parada e sob agitacdo (Pohlmann et al., 2008).

Para o estudo, utilizou-se concentracdes de 0,30 a 0,50 mg/mL do farmaco.

4.3.9 Farmaco encapsulado ou complexado

Para andlise do percentual de farmaco encapsulado (furosemida) ou
complexado (captopril), foi utilizada a técnica de ultrafiltracéo/centrifugacao. A
concentracéao total do farmaco foi calculada pela diferenca entre a concentracéao
total dos farmacos na formulacdo e a concentracdo no filtrado. Para isto, a
concentracgédo total foi medida através da extracdo dos farmacos na formulacao
analisada e apos foi feita analise por HPLC conforme metodologia a seguir. A

guantidade ndo encapsulada ou adsorvida foi quantificada no filtrado.

Foram realizadas as analises para a furosemida na LNC sem
revestimentos e para o captopril e a furosemida utilizando a LNC multicamada.
Analisou-se também uma solucdo contendo quitosana e polissorbato 80

contendo captopril, bem como uma solucédo de zinco contendo polissorbato e
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captopril e a LNC revestida com quitosana, sem zinco, sendo adicionado o

captopril para verificar se haveria algum tipo de interferéncia na anélise.

Para a extragdo, 500 uL da formulagéo foram adicionados a um baldo
volumétrico de 25,0 mL. 10,0 mL de acetonitrila foram acrescentados e
sonicados por 10,0 minutos. ApGs o volume foi completado com &cido
ortofosforico 0,11% e novamente sonicado por 10 minutos. Em seguida, foi feita

a filtracdo por membrana de 0,45 um e a andlise realizada por HPLC.

A concentracdo do farmaco encapsulado foi calculada pela diferenca
entre o contetdo de farmaco na formulacdo, ou seja, concentracao (Ct) e a
concentragcdo na fase aquosa (Caq) e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi
obtida dividindo esta diferenga pelo total e multiplicando por 100 (Eq. 2).

EE(%) — (Ct—sz)xlOO (2)

4.3.10 Analise comparativa da difusdo de captopril ou zinco por saco de
dialise

Trés experimentos foram realizados, a difusdo de captoprii em uma
concentracao de 0,5 mg/mL com diferentes concentragdes de zinco (25, 50, 100,
200 e 400 pg/mL). Apés a determinacao ideal da concentracdo de zinco, uma
nova difusdo em diferentes concentracdes de captopril (0,1, 0,25 e 0,5 mg/mL)
na formulacdo e a dialise analisando a difusdo do zinco para a formulacdo
selecionada foi realizada tendo uma solucéo de zinco como controle. A difusédo
através de saco de dialise (membrana de 10 — 12 kDa, 25 mm (Sigma-Aldrich ®)
foi realizada adicionando 4,0 mL da formulacéo ou da solucdo de captopril dentro
do saco de didlise e 40,0 mL de agua dentro de um béquer, o saco foi colocado
sob agitacdo constante dentro do béquer em um banho a 37 °C por 6 ou 10
horas, sendo as coletas realizadas em 30 min; 1; 2; 4; 6; 8 e 10 horas, retirando-

se toda a agua contida no béquer e a repondo.

Para a quantificacdo dos ions zinco foi realizada uma reacéo colorimétrica
com ditizona em metanol (1,3 ug/mL) e as leituras foram realizadas em um
espectrometro de ultravioleta em um comprimento de onda de 514 nm (UV-1800
PC Pré-Analise, Brasil).
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Os dados foram expressos em porcentagem em relacdo ao teor da
formulagdo ou solucédo. Os resultados foram obtidos a partir de triplicatas.

4.4 Analise de teor de captopril e furosemida

Para a as analises de teor de captopril e de furosemida foi utilizado o
método descrito por Azevedo e colaboradores, em 2008, modificado. Estas
analises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com
detecgcéao a 215 nm, vazdo de 1 mL/min e uma coluna de 250x4,6 mm, 5,0um
(Phenomenex ®). Para a preparacao da fase mével (FM), fez-se uma mistura de
acido fosfoérico 0,11% (v/v), metanol e acetonitrila (50:25:25) e se filtrou através
de membrana de celulose regenerada, com porosidade de 0,45 um, sob véacuo,
sendo os tempos de retencao para o captopril e a furosemida de 5 e 11 minutos,

respectivamente.

A curva foi realizada nas seguintes concentracdes 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;
20,0 e 40,0 pg/mL.

Para avaliacdo de pureza do pico foi utilizado o equipamento Agilent 1200
series LC com detector de foto-diodo (Santa Clara, USA) nas mesmas condicdes

de andlise.

4.5 Andlise da estabilidade quimica dos farmacos na formulacao

Considerando a necessidade de administracdo futuramente nos animais
experimentais da formulacdo por 5 dias de experimento, foram analisados os
teores dos farmacos na formulacdo e em uma solucéo de captopril, por este ser
considerado um farmaco instavel em solucdo, durante este periodo. Foi

verificada também a area dos produtos de degradacao.

4.6 Estudos in vivo

4.6.1 Animais
Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) adultos e machos foram

adquiridos do Instituto de Cardiologia (Porto Alegre, Brasil) e foram aclimatados

no biotério de experimentacdo por pelo menos duas semanas antes do inicio dos
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ensaios biologicos. As condigbes ambientais do local foram controladas e
adequadas ao abrigo dos animais, com temperatura controlada (22 + 2°C), ciclo
claro/escuro de 12 horas (07:00-19:00), umidade relativa em torno de 40 -60% e
sanitizagcdo conforme a rotina da Laboratorio de Experimentacdo Animal (LEA).
Os animais tiveram livre acesso a agua e alimentacéo (racdo padrdo LEA) e
foram mantidos em caixas de polipropileno de 49X34X16cm, cada uma com
capacidade para 4/5 ratos no maximo.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com legislacéo
vigente no Brasil, Lei 11.794/08, chamada Lei Arouca (Cobea, 2009),
regulamentada em 8 de outubro de 2008, Portaria 1250/2009 de 07 de outubro
de 2009 e com as normas do Cédigo de Etica da Medicina Veterinaria, de 2002
(Brasil, 21 de junho de 2002) e Resolugdes Normativa 12 e 13 de 20 de setembro
de 2013. Os procedimentos de anestesia, eutanasia e descarte das carcacas
foram supervisionados por responsavel técnico do LEA. Imediatamente apos a
finalizacdo dos experimentos os ratos foram anestesiados por via inalatoria com
isoflurano 4% em 0,5 L/min e apos a coleta de sangue da veia cava (em torno
de 10 mL) a eutanasia ocorreu pela diminuicdo da pressao sanguinea
acompanhada de exsanguinacdo sob anestesia profunda. Logo apés a
finalizacdo dos experimentos, foi realizada a eutanasia, os animais foram
acondicionados em sacos plasticos identificados e descartados conforme a
rotina do LEA. Os materiais pérfuro-cortantes utilizados foram descartados em

recipientes adequados de descarte especial.

4.6.2 Tratamento
Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos de seis animais cada

e os tratamentos ou controles administrados por gavagem em uma dose de
furosemida de 3,6 mg/kg e/ou captopril de 4,0 mg/Kg a cada 24 horas por 5 dias.
Como a concentracdo da furosemida na formulacéo era de 0,45 mg/mL e a de
captopril de 0,5 mg/mL, o volume administrado foi de 8,0 mL/Kg.Os grupos eram
constituidos por dois grupos controle (solu¢do branco e MLNC branco), tratados
com farmacos em associacdo [solu¢do contendo furosemida e captopril,
Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45) e Capt(0,5)-MLNC-Fur(0,45)] e tratados com
o farmaco isolado [solucdo captopril e Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC)]. Para a solucéo

de furosemida e captopril, 12,5 mg da furosemida foi solubilizada em 15,0 mL de
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propilenoglicol, apos foi adicionada agua (10,0 mL) até a obtencdo de uma
concentragédo final de 0,45 mg/mL de furosemida, a mesmo obtida para a
formulacdo apds a adicdo da solugédo de quitosana (9,0 mL de formulacdo com
adicdo de 1,0 mL de solucéo de quitosana 1%) e depois adicionado o captopril
da mesma forma que para a formulagéo. O grupo controle recebeu a mesma

proporcéo de propilenoglicol e &gua como solucdo, sem farmacos.

4.6.3 Medida da pressédo sanguinea
A pressdo sanguinea foi medida utlizando pletismografia de cauda

(Pletismégrafo de Cauda V.2.11 — Insight ®), um método n&o invasivo de medida
indireta. Primeiramente, o0s animais foram ambientados as condicdes
experimentais (bioaquecedor e pletismografia) por cinco dias para minimizar
erros de analise. Nos dias dos experimentos, 0os animais foram previamente
mantidos a 40 °C em um contensor de acrilico por 15 minutos, a fim de tornar as
pulsacdes da artéria da cauda detectaveis, e no primeiro dia a pressao foi medida
emO, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 e 24 horas ap0s a administracao
oral. ApGs 5 das de administracdo, realizou-se o0 mesmo procedimento e a
pressao foi medida em O, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas ap0s a administracédo
oral.

Um “cuff’ foi colocado nas caudas dos animais, inflado e o pulso arterial
captado pelo transdutor. A partir de uma escala de calibracéo prévia, € possivel
se determinar o valor referente ao primeiro pulso captado e este valor &
considerado valor de pressao arterial sistolica. Quando a pressao é lentamente
liberada, o sangue passa através do “cuff’ inchando a cauda. A pressao arterial
diastdlica é considerada quando a cauda para de inchar e de certa forma estas

medias sdo tomadas como menos confiaveis pelo método indireto.

4.6.4 Amostragem de sangue
No quinto dia de administracdo, apos a ultima medida de 24 horas, 0s

animais foram mantidos sob anestesia com isoflurano e o sangue foi coletado
pela veia cava em um tubo contendo EDTA sodico para o plasma e um tubo sem
anticoagulante para o soro. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500

g por 10 minutos e o sobrenadante foi removido e armazenado a -80°C até a
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analise. A eutanasia ocorreu acompanhada pelo exsanguinacdo e decaimento

da pressao sanguinea sob anestesia profunda.

4.6.4.1 Avaliag&o do estado oxidativo

A peroxidagdo lipidica foi avaliada através da quantificagdo do
malondialdeido (MDA) nas amostras de plasma. Os niveis de MDA foram
determinados pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com um
detector visivel (WellChrom HPLC-VIS, Knauer, Alemanha), como descrito
anteriormente por Grotto e colaboradores(2007). Antes da injecdo das amostras
no CLAE, foi realizada a etapa de hidrolizacdo com NaOH a 60 °C por 30
minutos, seguida de extracdo desproteinizante com n-butanol. Tiéis nao
protéicos foram medidos nos eritrécitos apds centrifugacdo seguindo protocolo
desenvolvido por Ellman (1959) com modificacbes. Resumidamente, aliquotas
de eritrocitos (0,3 mL) foram adicionadas a um tampéao fosfato 0,3 mol/L (0,85
mL), pH 7.4 e a reacgéo foi medida em espectrofotdbmetro a 412 nm apos a adigédo
de 10 mM de acido 5-5’-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB) (0,05 mL).

4.6.4.2 Marcadores de dano tecidual no sangue
Alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), acido

arico (UA), uréia e creatinina (Cr) foram analisados no soro utilizando kits
comerciais (ADVIA 1800 Siemens Healthcare Diagnosticsinc., Tarrytown, USA).
Saodio, cloro e potassio foram determinados por um eletrodo ion seletivo ADVIA

1800 (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown EUA).

4.6.5 Amostragem de urina
No quinto dia de administracédo, apés 12 horas da gavagem, os animais

foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas com &agua e
alimentacéo controladas, de acordo com as condi¢des de cuidado animal pelo
Conselho Canadense de Cuidados Animais. As amostras de urina foram
mantidas sob refrigeracdo até o momento da analise. Foram analisados o pH,
utilizando uma fita de urina (Multistix 10 SG Siemens, Bayer), e a gravidade

especifica.
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4.6.5.1 Marcadores de dano renal na urina
Para comparar a fungéo dos rins entre 0s grupos, 0s niveis de creatinina

(Cr-U) foram avaliados através de um kit laboratorial comercial (Doles Reagents,
Goiania, GO, Brazil). A atividade da N-acetil-beta-D-glucosaminidase (NAG) foi
verificada utilizando um método espectrofotométrico (UV-VIS Hitachi
spectrophotometer model U-1800®) segundo Horak e colaboradores (1981). A
microalbumina foi analisada utilizando um método imunoturbidimétrico (ADVIA

1800 Siemens Healthcare Diagnosticsinc., Tarrytown, USA).

4.6.6 Peso relativo dos 6rgaos
ApOs a eutanasia dos animais, o cérebro, o coracdo, 0 baco, 0s rins

(esquerdo e direito), o figado, e o pulmédo foram coletados, lavados com uma
solucéo salina e pesados.
O peso relativo dos érgéos foi calculado considerando o peso do corpo do

animal pela equacéao 3:

. L~ Peso do 6rgéo x 100
Peso relativo do 6rgao (%) = 3
g (/0) Peso do corpo ( )

4.7 Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando SPSS 18.0 para Windows e

GraphPad Prism 5 Project software systems (La Jolla, CA, EUA). Os dados foram
expressos com média + desvio padrao. O nivel de significancia foi tomado como
p< 0.05 ou p<0.01 e determinado utilizando analise de variancia de uma via
(ANOVA) ou ANOVA de medidas repetidas seguida de testes “post hoc” de

comparacao multipla (Teste de Tukey).
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O texto completo do capitulo 5, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as pdginas 60 — 116, foi suprimido por conter
dados ainda nao publicados. Consta da descricdo do desenvolvimento da formulagdo,
caracterizagdo e avaliacdo da estabilidade, eficicia e toxicidade in vivo em ratos
espontaneamente hipertensos. Parte dos resultados podem ser encontrados na

publicacdo a seguir:

MICHALOWSKI, C.B., ARBO, M.D., ALTKNECHT, L., ANCIUTI, A.N., ABREU, A.S.G., L.M.R.,
POHLMANN, A.R., GARCIA, S.C., GUTERRES, S.S. Oral Treatment of spontaneously
Hypertensive Rats with Captopril Surface Functionalized Furosemide-Loaded Multi-Wall

Lipid-Core Nanocapsules. Pharmaceutics (2020), 12(1), 80, 23 péginas.
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Durante esta tese, foram desenvolvidas nanocépsulas multiparede
contendo furosemida (0,45 mg/mL) em seu nucleo lipidico e captopril ligado em
sua superficie (0,5 mg/mL). Diferentes concentracfes de zinco foram testadas
frente a um perfil de difusédo de captopril em agua e se observou melhores perfis
com as menores concentragdes, desta forma, a menor concentragao de zinco foi

utilizada (25 pg/mL).

A técnica de ultrafiltracao/centrifugacdo foi utilizada para verificar os
percentuais de encapsulacdo da furosemida que variou de 81,16% para 97,47%
apos a adicao dos revestimentos.

Utilizou-se a técnica de didlise para comparar perfis de difusdo de
captopril frente a diferentes concentragées do farmaco e para se verificar a
interferéncia dos diferentes componentes da formulacdo. Observou-se que,
mesmo sem o zinco, a formulacdo apresenta um perfil sustentado de liberagcéo
de captopril, provavelmente devido a grupos -carboxila carregados
negativamente (pKa 3,7), ja que a formulagdo apresenta um pH em torno de
4,05.

Quanto a caracterizacao fisico-quimica da formulacdo Capt(0,5)-Zn(25)-
MLNC-Fur(0,5), em todas as etapas de preparacdo foi demonstrado que a
distribuicdo das particulas foi monomodal. A técnica de difracdo a laser
evidenciou particulas nanométricas (em torno de 150 nm) e um valor de SPAN
em torno de 1,0,0 que indica uma baixa polidisperséao. Por espalhamento de luz
dindmico, o tamanho meédio das particulas foi em torno de 150 nm e o PDI
observado situou-se em torno de 0,2. O potencial zeta foi negativo para a LNC-
Fur(0,5) que passou a ser positivo apds o revestimento com quitosana, conforme
esperado. A técnica de rastreamento de particulas apresentou maiores
diametros, provavelmente devido ao menor limite de andlise, ndo detectando

particulas menores, o que leva a um aumento da média.

A andlise por espalhamento multiplo de luz apresentou baixos valores de
alteracéo no fundo e na parte superior da cubeta (<2%), o que indica que nédo ha

uma instabilidade no sistema.

As analises por microscopia eletrénica de transmissao de forca atdmica

permitiram observar a presenca de cépsulas nanométricas esféricas. As
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imagens obtidas por microscopia de forca atOmica permitiram estimar a
espessura do filme polimérico da hanocdpsula em torno de nucleo lipidico (50,80
nm) para uma particula de 363.41 nm em diametro. Apds o revestimento, pode-

se observar o mesmo em torno da particula.

Quando analisada a estabilidade fisica das nanocapsulas em um meio
gastrico simulado e meio intestinal simulado, pode-se verificar que a formulacéo
se mostra estavel em meio gastrico, tanto em uma analise por volume como por
namero pela metodologia de difracdo a laser. Por sua vez, em meio intestinal, a
formulacdo mostra uma leve alteracéo do perfil em uma anélise por volume, mas

que se mantém em uma analise por nimero.

Os estudos de avaliacdo da pressao arterial em ratos SHR permitiram
verificar que as formulacfes apresentaram um tempo de efeito anti-hipertensivo
mais prolongado do que as solu¢gbes dos mesmos farmacos e que os farmacos
em associacao prolongavam ainda mais este efeito. Para a pressao sistolica,
observou-se um efeito mais prolongado no primeiro dia de administragcdo em
relacdo ao quinto para a maioria dos tratamentos, com excec¢édo da formulacao
Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45), que manteve sua acao por 24 horas. Para a
pressao diastolica, ndo se observou diferenca entre as formulagdes e solucdes,
somente para as formulagcdes com os farmacos em associacdo para as quais o

efeito durou até 24 horas.

Avaliando os estudos de toxicidade, a presenca do zinco se mostrou
adequada na formulagcdo com os farmacos em associacdo, visto que a
formulacdo Capt(0,5)-MLNC-Fur(0,45) mostrou valores aumentados de NAG o
gue indica uma tendéncia a leséo renal, sendo este um marcador precoce do
dano renal, bem como um aumento dos valores de MDA, mostrando um aumento
no estresse oxidativo. Ja a formulacdo Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC-Fur(0,45), ndo
apresentou alterac6es nos marcadores de dano tecidual e de estresse oxidativo

se mostrando desta forma segura quando da administracédo por 5 dias.

Referente as demais analises, ndo se verificou uma diferenca significativa
entre 0s grupos, com excecdo dos marcadores de dano renal analisados na
urina, onde se verificou uma reducdo dos valores de microalbumindria para
Capt(0,5)-Zn(25)-MLNC, demonstrando uma protecdo renal para esta

formulacéo frente ao crescente desenvolvimento da hipertensao.
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O conjunto dos resultados experimentais obtidos na presente tese indica
a viabilidade da producdo de uma formulacdo nanoestruturada inovadora
baseada em nanocapsulas multiparede estaveis contendo furosemida em seu
ndcleo oleoso e captopril complexado ao zinco externamente. Esta estratégia
mostrou-se eficiente na reducdo da presséao arterial em ratos espontaneamente
hipertensos e também foi capaz de prolongar significativamente o efeito
farmacolégico. Os estudos toxicoldgicos indicam que a formulacdo € segura, pois
nao causou alteragcbes significativas nos marcadores de danos analisados.
Adicionalmente, os resultados demonstram pela primeira vez a possibilidade de
administrar as nanocépsulas multiparede pela via oral, o que € um resultado
promissor do ponto de vista da expansdo da aplicabilidade destes novos
carreadores, pois esta rota de administracdo de medicamentos, a mais usual e
aceita pelos pacientes, ainda € bastante desafiadora para a nanotecnologia.
Diferentemente do que foi observado neste trabalho, muitos dos
nanocarreadores nao alcancam sucesso administrados pela via oral, por
sofrerem agregacéao, desestruturando-se ou, ainda, ndo permitindo a absorcao

correta dos farmacos.
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9. APENDICE A
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9.1 Validagéo parcial

Para as andlises a serem realizadas para a dialise e teor das formulagées,
bem como estabilidade, foi utilizado um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia e
o método de Azevedo e colaboradores, em 2008, modificado. A validacao
parcial, que verifica a competéncia analitica de um método anteriormente
desenvolvido, pode ser realizada segundo a RDC n° 31 de 11 de agosto de 2010
utilizando como parametros a especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo
(repetibilidade e intermediaria) e intervalo. O comprimento de deteccado foi de
215 nm, vazdo de 1 mL/min e uma coluna de (250 x 4,6 mm, 5,0 um)
(Phenomenex ®). A fase movel (FM), constituiu-se de uma mistura de &cido
fosférico 0,11% (v/v), metanol e acetonitrila (50:25:25) que foi filtrada através de
membrana de celulose regenerada, com porosidade de 0,45 um, sob vacuo e

apos sonicada.

As curvas de captopril e furosemida foram realizadas nas seguintes
concentragbes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 ug/mL e se mostraram

lineares neste intervalo (Figura 43 e 44).

captopril
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Figura 43. Curva de 0,5 a 40,0 ug/mL de captopril, equagcdo da reta e R-

guadrado.
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Figura 44. Curva de 0,5 a 40,0 ug/mL de furosemida, equacéo da reta e R-

guadrado.

Baseado na Figura 46 referente a extracdo da formulacdo ndo contendo
farmaco e na Figura 45 que apresenta a extracéo dos farmacos, pode-se concluir
gue o método é especifico, pois ndo ha interferéncia dos componentes da
formulacdo e nem dos produtos de degradacdo nos tempos de retencdo dos

farmacos a serem analisados (captopril e furosemida).
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Figura 45. Sobreposi¢do das concentracdes da curva, tempo de retencéo de

captopril aos 5,0 minutos e furosemida em torno de 11,0 minutos.
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Figura 46. Extracéo da formulacdo em branco e verificagdo da especificidade da
formulacao.

~

Quanto a extracdo, verificou-se uma repetibilidade de 2,24% e uma
precisao intermediaria de 2,22% para a furosemida e, para o captopril, 1,33% de
repetibilidade e 1,37% de precisdo intermediaria.



