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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS PARA
ADMINISTRACAO SUBLINGUAL DO NIFEDIPINO

AUTORA: Barbara Felin Osmari
ORIENTADORA: Profd. Dr, Leticia Cruz

O nifedipino é um farmaco blogueador dos canais de célcio utilizado na pratica clinica no
tratamento de doencas cardiovasculares, angina e hipertensdo. Entretanto, o nifedipino €
fotoinstavel, apresenta curta meia-vida bioldgica, além de apresentar baixa solubilidade aquosa
e sofrer intenso metabolismo de primeira passagem, 0 que compromete a sua biodisponibilidade
quando administrado pela via oral. Nesse contexto, o desenvolvimento de nanocépsulas
poliméricas contendo nifedipino pode ser uma alternativa interessante a fim de contornar as
limitacdes deste farmaco, tendo em vista as vantagens que estes sistemas apresentam, como a
protecdo fisico-quimica de ativos, o aumento da interacdo com tecidos ou células, liberacdo
controlada e direcionada do farmaco melhorando a eficécia e reduzindo efeitos adversos.
Assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver nanocapsulas poliméricas contendo nifedipino
para administracdo pela via sublingual e avaliar a fotoestabilidade, a cito e genotoxicidade, o
potencial de irritacdo, o perfil de liberacdo in vitro e a permeacdo ex vivo em mucosa sublingual
suina. Suspensdes de nanocapsulas de Eudragit® RS100 e triglicerideos de cadeia média
contendo nifedipino foram preparadas pelo método de deposicéo interfacial do polimero pré-
formado. As formulacfes desenvolvidas apresentaram tamanho de particula em torno de 170
nm, indice de polidispersdo abaixo de 0,2, potencial zeta positivo e pH acido. O teor de
nifedipino foi de 0,98 + 0,03 mg/mL e a eficiéncia de encapsulacdo de 99,9%. O experimento
de fotodegradacéo a luz natural demonstrou que as nanocapsulas foram capazes de promover
fotoprotecédo ao nifedipino quando comparado ao farmaco livre. Com relagdo as avaliagcdes de
toxicidade, as nanocapsulas reduziram a citotoxicidade do nifedipino e ndo apresentaram efeitos
genotoxicos, pelo modelo de Allium cepa. Através do teste de HET-CAM, as formulagdes
foram classificadas como néo irritantes. O perfil de liberagcdo in vitro em sacos de dialise
demonstrou que as nanocapsulas controlaram a liberacéo do nifedipino. O ensaio de permeagéo
ex vivo evidenciou que as nanocapsulas auxiliam na permeacéo do nifedipino através da mucosa
sublingual para o meio receptor. Além disso, as hanocapsulas proporcionaram maior retencao
do farmaco na mucosa, o que pode ser atribuido a caracteristica catibnica dos nanossistemas.
Assim, o desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo nifedipino
mostrou que estas podem ser uma plataforma promissora para administragdo sublingual deste
farmaco e podem originar outras formas farmacéuticas de base nanotecnoldgica.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Administragdo sublingual. Nifedipino. Liberacdo controlada.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANOCAPSULE SUSPENSIONS FOR SUBLINGUAL
ADMINISTRATION OF NIFEDIPINE

AUTHOR: Barbara Felin Osmari
ADVISOR: Profé. Dr2. Leticia Cruz

Nifedipine is a calcium channel blocker drug used in clinical practice in the treatment of
cardiovascular diseases, angina and hypertension. However, nifedipine is photo unstable, has a
short biological half-life, low aqueous solubility and undergoes intense first pass effect, which
compromises its bioavailability when administered orally. In this context, the development of
polymeric nanocapsules containing nifedipine may be an interesting alternative to avoid the
limitations of this drug viewing the advantages that these systems present, such as the
physicochemical protection of actives, increased interaction with tissues or cells, controlled and
targeted drug release improved efficacy and reduced adverse effects. Thus, the objective of this
work was to develop polymeric nanocapsules containing nifedipine for drug sublingual
administration and to evaluate photostability, cyto and genotoxicity, irritation potential, in vitro
release profile and ex vivo permeation in porcine sublingual mucosa. Nanocapsules suspensions
of Eudragit® RS100 and medium chain triglycerides containing nifedipine and were prepared
by the interfacial deposition method of the preformed polymer. The developed formulations
showed particle size around 170 nm, polydispersity index below 0.2, positive zeta potential and
acid pH. The nifedipine content was 0.98 + 0.03 mg/mL and encapsulation efficiency of 99.9%.
The natural light photodegradation experiment showed that the nanocapsules were able to
promote photoprotection nifedipine when compared to the free drug solution. With respect to
toxicity assessments the nanocapsules reduced the nifedipine cytotoxicity and showed no
genotoxic effects, by the Allium cepa model. Through the HET-CAM test, the formulations
were classified as non-irritating. The in vitro release profile in dialysis bags demonstrated that
the nanocapsules controlled the release of nifedipine. The ex vivo permeation assay showed that
the nanocapsules favored the nifedipine permeation to the receptor compartment. In addition,
the nanocapsules provided greater drug retention in the mucosa, which can be attributed to its
cationic character. Thus, the development of polymeric nanocapsules suspensions containing
nifedipine showed that this system can be a promising platform for sublingual administration
of this drug and can lead to the development of other nanobased-dosage forms.

Keywords: Nanoparticles. Sublingual administration. Nifedipine. Controlled release.
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1 INTRODUCAO

O nifedipino é um farmaco classificado como bloqueador dos canais de célcio,
frequentemente utilizado na pratica clinica para prevencao de doengas cardiovasculares, angina
e hipertensdo (ODANI et al., 2019). Comercialmente, encontra-se na forma de capsulas e
comprimidos para administragéo por via oral. Entretanto, sua elevada lipofilia e a ocorréncia
de metabolismo de primeira passagem no figado ocasionam limitada biodisponibilidade oral,
em torno de 45% da dose administrada. Além disso, apresenta meia-vida bioldgica curta,
resultando em administracGes diarias frequentes. Outra limitacdo do nifedipino é a sua elevada
instabilidade frente a luz, podendo levar a degradacdo do farmaco e a ineficacia do tratamento
(FILGUEIRA et al., 2017; GRANADA et al., 2013).

Ao longo dos anos a nanotecnologia vem ganhando destaque na area farmacéutica, pois
como sistemas nanocarreadores sdo reconhecidos por suas capacidades de melhorar o
desempenho de farmacos (DENG et al., 2020). Dentre tais sistemas, as nanocapsulas
poliméricas sdo dispositivos vesiculares compostos por um nucleo oleoso envolto por um
involucro polimérico e possuem vantagens como aumentar a estabilidade fisico-quimica de
farmacos, aumentar a interacdo com tecidos ou células, promover uma liberacdo controlada e
direcionada do farmaco, melhorando a eficacia e reduzindo efeitos adversos (FRANK et al.,
2015; ZIELINSKA et al., 2020).

Os polimeros sdo os principais componentes das nanocéapsulas, pois estes influenciam
na carga superficial das particulas, além de serem capazes de controlar a liberacdo do farmaco
(ZIELINSKA et al., 2020). Dentre os polimeros, o Eudragit® RS100 é um copolimero
biocompativel que confere caracteristica catidnica as nanoparticulas, levando a obtencéo de
sistemas mucoadesivos atraves da interacdo eletrostatica com a superficie da mucosa que é
carregada negativamente (CHAVES et al., 2018). Diferentes tipos de 6leos sdo utilizados para
compor as nanocapsulas, entre eles, os triglicerideos de cadeia média (TCM) (ABBAS et al.,
2015; PRADO et al., 2021). Em nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidas nanocapsulas
poliméricas de Eudragit® RS100 e TCM e estas foram capazes de proteger o clotrimazol da
fotodegradacgéo, além de serem capazes de prolongar a liberagcdo do ativo (SANTOS et al.,
2013).

Trabalhos encontrados na literatura relatam o desenvolvimento de sistemas

nanoestruturados promissores contendo nifedipino, pois aumentaram a biodisponibilidade e a
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dissolugdo do farmaco, além de demostrarem perfil de liberacdo controlada, aumentando o
tempo de meia-vida do nifedipino. Estudos também evidenciaram que nanossistemas
forneceram efeito de fotoprotecdo ao nifedipino (Bl et al., 2020; TAGLIARI et al., 2015;
WEERAPOL et al., 2014).

A administragdo sublingual pode favorecer a biodisponibilidade de farmacos que sofrem
metabolismo de primeira passagem, como € o caso do nifedipino, no entanto, devido ao seu
curto tempo de meia-vida, que leva a uma maior frequéncia de administracdo quando o farmaco
é usado cronicamente, € desejavel uma formulacdo que proporcione liberacdo controlada.
Assim, o desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas poliméricas para administracdo
sublingual do nifedipino € relevante e inédito. Cabe ressaltar que a abordagem selecionada
visou a obtencdo de particulas com polimero catibnico com potencial mucoadesivo para
aumentar o tempo de permanéncia do farmaco no local de aplicagdo, visto que a regido
sublingual é amplamente exposta ao fluxo salivar e que parte do farmaco pode ser deglutido
(MASEK et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver suspensfes de nanocdpsulas poliméricas contendo nifedipino para

administracdo pela via sublingual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar as suspensdes de nanocapsulas contendo nifedipino utilizando Eudragit® RS100

como polimero e triglicerideos de cadeia média como nucleo oleoso;

- Caracterizar as formulagdes quanto ao pH, teor de nifedipino, eficiéncia de encapsulacéo,

tamanho de particulas e potencial zeta;

- Avaliar a fotoestabilidade das suspensdes de nanocapsulas contendo nifedipino;

- Determinar a seguranca das formulagdes quanto a cito e genotoxicidade;

- Avaliar o potencial de irritacdo das suspensdes de nanocapsulas;

- Avaliar o perfil de liberacdo in vitro do nifedipino a partir das suspensdes de nanocéapsulas;

- Estudar a permeacéo ex vivo do nifedipino a partir das suspensées de nanocépsulas em mucosa

sublingual suina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 NIFEDIPINO

O nifedipino é um farmaco blogqueador dos canais de calcio, do subgrupo
dihidropiridinas, utilizado na prética clinica na prevencdo e tratamento de doengas
cardiovasculares, angina e hipertensdo (MANCIA et al., 2007; ODANI et al., 2019; TOAL,;
MEREDITH; ELLIOTT, 2012). Farmacologicamente, atua inibindo seletivamente o influxo de
ions de calcio nas células do musculo liso vascular e cardiaco, influenciando na contratilidade.
No coracdo, dilata as artérias coronarias em regides normais e isquémicas sendo considerado
um inibidor de espasmo da artéria coronaria. Assim, ocorre 0 aumento do fluxo de sangue
coronariano pds-estenotico, bem como o fornecimento de oxigénio ao miocardio, reduzindo a
resisténcia periférica total e a necessidade de oxigénio (PARODI, 2005; PONTREMOLI,
LEONCINI; KIRIYAMA et al., 2016).

Listado como medicamento essencial pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS,
2021), o composto éster dimetilico do acido 1,4-diidro-2,6-dimetilpino -4-(2- nitrofenil)-3,5-
piridinocarboxilico, conhecido como nifedipino (Figura 1), apresenta pKa de 5,3 e peso
molecular de 346,3 g/mol, sendo um composto lipofilico, com um coeficiente de particéo (log
P) de 2,2 (JANNIN et al., 2015). Pertence a Classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica, que caracteriza farmacos com baixa solubilidade aquosa e alta permeabilidade
intestinal (BAGHEL; CATHCART; REILLY, 2016).

No mercado mundial, o nifedipino é encontrado sob forma de comprimidos de liberacéo
retardada e capsulas de liberacdo imediata. A dose e a frequéncia de administracdo variam para
cada tipo de formulacdo, sendo que comprimidos de liberagdo modificada podem ser
administrados uma ou duas vezes/dia, com dose maxima de 60 mg/dia, enquanto capsulas de
liberacdo imediata sdo prescritas em doses de 5 a 10 mg trés vezes ao dia (MANTAS;
MIHRANYAN, 2019; TOAL, 2004). Devido a meia-vida biologica curta (2 a 4 horas) do
nifedipino, torna-se interessante o desenvolvimento de formulacdes de liberacdo controlada a
fim de prolongar o efeito anti-hipertensivo e reduzir a frequéncia de administracdes dirias.
Nesse sentido, ja sdo comercializados comprimidos bomba osmotica de liberagdo prolongada
do nifedipino, representado comercialmente pelo Adalat® Oros, que possui um controle

osmotico no sistema de liberacdo de farmacos, com diferentes mecanismos para obtencao
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adequada da dissolucéo do medicamento (BAYER, 2016; GRANADA et al., 2013; HUANG et
al., 2006). Apesar das vantagens, esses sistemas apresentam elevado custo de producéo, além
de ser uma técnica limitada para aplicacdo com substancias ativas pouco sollveis em agua
(HAZNAR-GARBACZ et al., 2018).

Figura 1 — Estrutura molecular do nifedipino

Fonte: Adaptado de BALTAZAR, 2013.

Além disso, a utilizacdo de formas de liberacdo imediata do nifedipino reduziu apés
relatos de efeitos adversos graves como hipotensao, infarto do miocardio, arritmias e acidente
vascular cerebral (EL-MASRY; EL-KHODARY, 2020). Existem diferentes mecanismos para
a ocorréncia desses eventos, entre eles o “fendmeno de roubo” no qual, leitos vasculares
coronarios que ndo foram afetados pela aterosclerose, provavelmente dilatam e desviam o
sangue dos ramos sanguineos afetados, o0 que levaria menos oxigénio ao cora¢do ocasionando
isquemia miocardica. Também, € possivel que haja uma liberacdo excessiva de catecolaminas,
devido a rapida vasodilatacdo periférica, o que pode levar a arritmias cardiacas. Além disso,
acidentes vasculares cerebrais podem ocorrer com a reducdo abrupta da pressdo arterial
(MEANS et al., 2016). Nesse sentido, formulagdes de liberagéo sustentada do nifedipino podem
ser promissoras a fim de reduzir seus efeitos adversos indesejaveis (GAO et al., 2019;
GRANADA et al., 2013; PAWAR et al., 2012).

O nifedipino apresenta biodisponibilidade comprometida (aproximadamente 45%),
especialmente em formas de administracdo oral, devido & baixa solubilidade e ao intenso
metabolismo de primeira passagem no figado (BORDALLO; TORNEIRO; LAZZARI, 2020;
FILGUEIRA et al., 2017). Outra limitacio do nifedipino relatada na literatura é a
fotossensibilidade (AHMMED et al., 2017; FUJIMOTO et al., 2016; GROOFF et al., 2013).

Estudos afirmam que a degradacdo deste farmaco ocorre sob luz ultravioleta-visivel (400-600



18

nm) e radiacdo ultravioleta, especialmente a radiacdo UVA (320-400 nm), sendo esta a
responsavel por 95% da radiacdo UV solar que atinge a superficie terrestre (BARANDA et al.,
2006; BREM; GUVEN; KARRAN, 2017; DURAN et al., 2015; MAAFI; MAAFI, 2013). Os
produtos da fotodegradacdo do nifedipino estdo ilustrados na Figura 2, onde o
deidronitrosonifedipino é resultante da exposicdo a luz ultravioleta-visivel, e a formagdo do
deidronifedipino ocorre através da oxidacdo por luz ultravioleta. Ambos os produtos de
fotodegracdo do nifedipino sdo considerados farmacologicamente inertes (ALI, 1989;
HAYASE et al., 1994; WASAN et al., 2019).

Figura 2- Produtos de degradagdo do nifedipino
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Fonte: Adaptado de WASAN et al., 2019.

Embora o nifedipino seja amplamente prescrito na clinica, apesar das limitacdes
relatadas, alguns trabalhos relatam o desenvolvimento de formulagdes de liberacdo modificada
para melhorar o seu efeito terapéutico. Weerapol e colaboradores (2014) desenvolveram um
sistema de entrega de farmacos auto-nanoemulsionante, utilizando como farmaco modelo o
nifedipino, e a formulagdo demonstrou aumentar a biodisponibilidade oral em ratos em relagéo
ao po de nifedipino. Além disso, foi observado que em 60 minutos o nanossistema forneceu
dissolugéo do nifedipino superior & 80%, enquanto a dissolucdo do po livre foi inferior a 20%.
Assim, foi possivel concluir neste estudo que as formulagdes nanoestruturadas melhoraram a

biodisponibilidade oral e o perfil de dissolucéo do nifedipino.

Mais recentemente, Bi e colaboradores (2020) desenvolveram prolipossomas a fim de
melhorar a biodisponibilidade oral do nifedipino. O teste de liberag&o in vitro evidenciou uma

menor liberacdo do nifedipino quando incorporado aos prolipossomas devido ao efeito de
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liberagdo controlada destas formulagdes. Além disso, com base nos resultados farmacocinéticos
(aumento de 3,76 vezes da Cmax € 10,09 vezes da &rea sob a curva) concluiu-se que 0s
prolipossomas aumentaram a biodisponibilidade do nifedipino. 1sso pode ser explicado atraves
do perfil de liberacdo controlada, que reduz as flutuacbes plasmaticas e aumenta a
biodisponibilidade oral do farmaco. Também, foi observado que os prolipossomas aumentaram
0 tempo de meia-vida de eliminag&o do nifedipino de 1,57 horas para 6,61 horas.

No estudo de Chinh e colaboradores (2018) nanoparticulas de acido poliatico
(PLA)/quitosana contendo nifedipino foram desenvolvidas. Os resultados in vivo demonstraram
gue os nanossistemas foram capazes de controlar melhor a pressao arterial e por maior tempo.
Além disso, a pressdo arterial do grupo tratado com os nanossistemas foi menor que o grupo
tratado com nifedipino livre. Os autores observaram também uma reducdo na frequéncia

cardiaca dos camundongos tratados com as nanoparticulas.

Granada e colaboradores (2013) desenvolveram nanocépsulas poliméricas contendo
nifedipino utilizando diferentes polimeros, acetato de polivinila (PVA) e pluronic F68 (PF68),
e observaram para ambas as formula¢fes uma liberacdo de 70% do farmaco em 4 dias,
caracteristico de liberacdo controlada. Logo ap6s, Tagliari e colaboradores (2015) avaliaram a
estabilidade fisico-quimica e o efeito anti-hipertensivo in vivo destas suspensdes de
nanocapsulas e observaram que as nanoestruturas protegem significativamente o nifedipino
frente a degradacdo por irradiacdo da luz do dia, devido as camadas poliméricas atuarem como
um filtro que protegem o farmaco da luz. Além disso, os estudos in vivo mostraram que a
formulacéo estabilizada com PVA apresentou inicio de acdo em 15 minutos, enquanto para o
nifedipino livre foi observado o comec¢o da reducdo da pressao arterial em 1 hora apds a
administracdo intragastrica. Os estudos in vivo também sugerem que as nanocapsulas sdo

sistemas potenciais para aprimorar as propriedades biofarmacéuticas do nifedipino.

3.2 NANOCAPSULAS POLIMERICAS

O interesse de pesquisadores e da industria farmacéutica pela nanotecnologia vem
crescendo devido as suas vantagens frente as formulagdes convencionais. Diversos
medicamentos nanotecnoldgicos foram introduzidos no mercado visando o tratamento de

diferentes patologias, dentre elas o cancer, doengas do sistema nervoso central, doencas
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cardiovasculares e doencas infecciosas (AL-NEMRAWI; ABUALSAMEN; ALZOUBI, 2020).
Nanoparticulas séo sistemas coloidais com tamanho entre 10 e 1000 nm, sendo que o termo
nanoparticula polimérica engloba tanto nanoesferas quanto nanocapsulas (Figura 3), as quais
diferem entre si pela organizacao estrutural. As nanoesferas sdo sistemas constituidos por uma
rede polimérica continua, e o farmaco pode estar retido dentro e/ou adsorvido a superficie. Ja
as nanocépsulas sdo compostas por um nucleo oleoso envolto por um invélucro polimérico,
sendo que o farmaco pode estar dissolvido no nucleo e/ou adsorvido ao polimero (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SOPPIMATH et al., 2001; ZIELINSKA et al., 2020).
Dentre as vantagens desses nanocarreadores, destacam-se 0 aumento da estabilidade fisico-
quimica, solubilidade, tempo de meia-vida e biodisponibilidade de farmacos, melhora a
biodistribuicdo e o direcionamento para tecidos/células alvos, reducdo de interacGes
indesejaveis e de efeitos adversos, além de modular a liberacdo de farmacos (DAUDT et al.,
2013; SANCHEZ; MEJIA; OROZCO, 2020).

Figura 3- Imagem representativa de nanocépsulas e nanoesfera
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Fonte: Proprio autor.

As nanocépsulas poliméricas de um modo geral se destacam frente as formulagdes
convencionais, pois sua estrutura “core-shell” promove uma liberagdo controlada do ativo e
evita o contato direto da substancia com o tecido/célula, promovendo a reducdo de efeitos

adversos (FRANK et al., 2015). Ainda, a organizacdo estrutural das nanocapsulas fornece
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capacidade de protecdo para ativos susceptiveis a fotodegracdo (GEHRCKE et al., 2018;
MATTIAZZI etal., 2019). Além disso, as nanocapsulas poliméricas ja demonstraram aumentar
significativamente a biodisponibilidade de farmacos, e consequentemente sua eficacia
(KHATTAB; EL-DEIN; EL-GIZAWY, 2020). Outra vantagem destes nanossistemas € a sua
elevada capacidade de veicular substancias hidrofobicas, com base na solubilidade aprimorada
do farmaco no ndcleo oleoso das nanocépsulas (GAO et al., 2020).

Para o desenvolvimento das nanocapsulas € necessario realizar a escolha dos
constituintes que compdem estes sistemas. A escolha do 6éleo é de extrema importancia,
considerando que ele pode influenciar na solubilizagdo da substancia ativa, na estabilidade das
formulacGes, além de controlar a liberacdo de farmacos (CONTRI et al., 2013). Triglicerideos
de cadeia média (TCM) sdo comumente utilizados para compor o nucleo oleoso das
nanocapsulas (GEHRCKE et al., 2017; ROSA et al., 2019; SARI et al., 2018). Este 6leo se
destaca pela capacidade de solubilizar diferentes farmacos, por ser biocompativel além de ser
compativel com diversos polimeros (ENGLERT et al., 2020; MORA-HUERTAS, FESSI,
ELAISSARI, 2010; SANTOS et al., 2013).

Dentre os polimeros os polimetacrilatos (Eudragit®) englobam uma série de
copolimeros biocompativeis e apesar de ndo serem biodegradaveis, trabalhos evidenciam a
utilizacdo desse biomaterial em nanoparticulas para diferentes vias de administracdo
(SEREMETA; CHIAPPETTA; SOSNIK, 2013). O Eudragit® RS100 (Figura 4) é um subtipo
desse polimero, com peso molecular de 3200 g/mol e contém 4,5 a 6,8% de grupos aménio
quaternario. Tais grupos fornecem carater catidnico ao polimero, favorecendo a interacdo
eletrostatica com membranas bioldgicas que sdo carregadas negativamente, obtendo particulas
bio/mucoadesivas. Essa propriedade favorece a permanéncia das formulacdes no local de
aplicacdo pretendido, aumentado a eficacia e a adesdo ao tratamento (CHAVES et al., 2017,
KATARA; SACHDEVA; MAJUMDAR, 2019; OSMARI et al., 2020). Além disso, o
Eudragit® RS100 & insolGvel em pH fisioldgico, apesar de apresentar caracteristicas hidrofilicas
que fazem com que ele inche. Nesse sentido, pode haver uma maior captacdo celular da
estrutura farmaco-polimero. Assim, o Eudragit® RS100 fornece uma entrega localizada,
controlada e prolongada de substancias nos fluidos fisioldgicos (ADIBKIA et al., 2011; JANA
et al., 2014). Trabalho encontrados na literatura utilizam o Eudragit® RS100 para obtencéo de
nanocapsulas poliméricas visando a administracdo de substancias por diferentes vias de
aplicacdo (CERVIl et al., 2021; CHAVES et al., 2017; GEHRCKE et al., 2018; KATZER et al.,
2014; OSMARI et al., 2020).
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Figura 4 - Estrutura quimica do Eudragit® R$100

Fonte: Adaptado de DALCIN; OURIQUE; GOMES, 2017.

As principais técnicas de preparo das nanocapsulas poliméricas sdo a polimerizacdo
interfacial, polimerizacdo in situ, deposicdo interfacial do polimero pré-formado,
emulsificacdo-difusdo e emulsificacdo-evaporacdo do solvente (DIMER et al.,, 2013;
SOLANKI; KITAWAT; DASHORA, 2017). O método de deposicao interfacial do polimero
pré-formado sera abordado neste trabalho e é o método mais utilizado na preparacdo de
nanocapsulas poliméricas, devido a fécil execucdo, aplicabilidade a diversas matérias-primas e
a baixa energia necessaria para a obtencdo dos nanossistemas com tamanho adequado
(POHLMANN et al., 2016). Basicamente, uma fase organica, composta por polimero, 6leo,
tensoativo lipofilico, farmaco e solvente organico miscivel em &gua é vertida em uma fase
aquosa composta por dgua e um tensoativo hidrofilico (GEHRCKE et al., 2017; FESSI et al.,
1989). Na sequéncia, a rapida difusdo do solvente organico promove a precipitacéo do polimero
na interface agua/solvente organico, obtendo-se as suspensdes de nanocéapsulas (JAHANGIRI;
BARGHI, 2018).

E de extrema importancia avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas.
Dentre as andlises, o tamanho médio de particula representa uma avaliacdo essencial pois,
influencia na biodistribuicéo e depuracdo sanguinea dos nanossistemas. Além disso, mudancas
no tamanho das particulas ao longo do tempo podem ser indicativo de agregagdo ou
sedimentagdo (CRECENTE-CAMPO et al., 2019; SCHAFFAZICK et al., 2003). A
determinacdo do potencial zeta fornece informagdes sobre o carater da carga superficial das

nanoestruturas, além de ser um indicativo de estabilidade das formulacbes (HONARY'; ZAHIR,
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2013). A avaliacdo do pH das nanocéapsulas poliméricas é importante a fim de determinar a
compatibilidade dos nanossistemas com a via de aplicacdo pretendida, além de ser um fator
determinante para avaliar a estabilidade de substancias (DE LIMA et al., 2017; OSMARI et al.,
2020). O teor de farmaco é geralmente determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
e deve ser verificado a fim de garantir que ndo houve perda/degradacéo da substancia durante
0 preparo das nanocépsulas poliméricas (MICHELS et al., 2019; PEGORARO et al., 2018). A
eficiéncia de encapsulacdo determina a porcentagem de farmaco encapsulado em relacdo ao
total de farmaco adicionado na formulacdo, sendo um dos parametros mais importantes no
desenvolvimento de nanossistemas, pois esta diretamente relacionada com o desempenho da
formulagdo em relacéo ao ativo encapsulado (APOLINARIO et al., 2020; ONG et al., 2016).

Apds o desenvolvimento das nanoestruturas, € importante verificar se 0s nanossistemas
serdo capazes de liberar o ativo para a ocorréncia do efeito desejado. Assim, o perfil de liberacdo
in vitro de farmacos através das nanocapsulas poliméricas é uma das avaliagdes mais estudadas.
Através desses dados é possivel obter informacdes de controle de qualidade para sistemas de
liberacdo de farmacos, aléem de ser uma técnica importante para determinar a correlagdo
bioldgica esperada em métodos in vivo (DE ANDRADE et al., 2015). Difusdo em sacos de
dialise (Figura 5-A) é o método frequentemente utilizado para avaliar o perfil de liberacdo de
farmacos a partir de nanossistemas. Tecnicamente, a formulacéo € colocada dentro do saco de
dialise (compartimento doador), em seguida o farmaco ira permear através da membrana para
atingir a solucdo fora do saco de dialise (compartimento receptor). Aliquotas do meio receptor
sdo obtidas a fim determinar a quantidade de farmaco liberada (D’SOUZA, 2014; YU et al.,
2019).

Figura 5 - Imagem representativa da liberagcdo em saco de dialise (A) e da permeagdo em células de Franz (B)
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Fonte: Proprio autor.
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Outra avaliacdo importante no desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas € o estudo
de permeacdo, especialmente para farmacos que é necessario permear a membrana bioldgica
para atingir a circulacdo sanguinea. Células de difusdo do tipo Franz é o aparato comumente
relatado para avaliacdo de permeacdo de ativos (CARDOSO et al., 2017; CHAVES et al., 2017,
ESTEVES et al., 2021). Esse sistema € composto por um meio doador e um meio receptor e
entre os meios é acoplada a membrana biologica, podendo ser humana, animal ou sintética
(CHANDRA et al., 2018; FILON et al., 2016). A solugcdo que compde 0 meio receptor é
preferencialmente composta por um fluido (geralmente tampéao) que mimetize as condicgdes
fisiologicas da via de administracdo pretendida, permanecendo sob agitacdo magnética.
Aliquotas do meio sdo coletadas a fim de verificar se o ativo permeou atraveés da membrana
(CHAVES et al., 2017; CHITTASUPHO et al., 2020). Na Figura 5-B consta a representacao

ilustrativa da célula de Franz.

Visando garantir a seguranca da administracdo desses nanossistemas, € de grande
importancia avaliar o perfil toxicoldgico das formulagdes desenvolvidas. O modelo de Allium
cepa foi padronizado por Fiskejo (1985) e é um ensaio eficaz, econdmico e de elevada
reprodutibilidade (MANGALAMPALLI; DUMALA; GROVER, 2018, NAWALAGE;
PATHIRATNE, 2020). E um modelo vegetal que determina os efeitos de citotoxicidade e
genotoxicidade de agentes quimicos através da observacdo de alteracGes na atividade mitética
e anormalidade cromossémicas das células meristematicas obtidas das raizes deste vegetal
(CASILLAS-FIGUEROA et al., 2020; GHOSH et al., 2016). Grillo e colaboradores (2012)
desenvolveram nanocapsulas poliméricas contendo diferentes herbicidas e observaram
resultados semelhantes ao controle negativo para os eventos de cito e genotoxicidade em

modelo de Allium cepa.

Outro modelo alternativo para avaliacdo do potencial irritativo comumente utilizado é
0 ensaio da membrana corio-alantéide (HET-CAM), introduzido por Luepke (1985), e é aceito
como uma alternativa ao teste de Draize em coelhos (RIBATTI, 2016). O objetivo desse teste
é visualizar reacdes irritantes como lise, hemorragia e coagulacdo na membrana cério-alantoide
de ovos de galinha fertilizados no décimo dia de desenvolvimento embrionério, considerando
gue nesse periodo o sistema nervoso central ainda ndo esta completamente desenvolvido, ndo
havendo percepcdo de dor (PRADO et al., 2021; RIVERO et al., 2021). Em testes in vivo
utilizados para avaliagdes de irritacbes em mucosas € documentado o surgimento de alteracfes
vasculares, nesse contexto justifica-se a escolha do HET-CAM para avaliar o potencial de

irritacdo em mucosa sublingual, considerando que este possibilita observar fendémenos
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vasculares na membrana corio-alantéide (CORRADO, 2007). Trabalhos do nosso grupo de
pesquisa utilizaram o HET-CAM para avaliar o potencial de irritacdo de nanocapsulas
poliméricas (ENGLERT et al., 2021; GEHRCKE et al., 2020; OSMARI et al., 2020; PRADO
etal., 2021).

3.3 NANOCAPSULAS POLIMERICAS PARA ADMINISTRACAO SUBLINGUAL DE
FARMACOS

A regido sublingual compreende a superficie ventral da lingua e o assoalho da boca
(GOSWAMI; JASTI; LI, 2008). Com configuracdo triangular, estende-se da face interna da
margem alveolar da mandibula com sua base voltada para a lingua. E envolta por mucosa bucal
lisa e rosada, podendo ser visualizadas as vénulas raninas. A mucosa € uma membrana
composta por uma camada epitelial coberta por muco, que é formado por lipideos,
glicoproteinas e sais inorganicos suspensos em agua. A mucina € a glicoproteina responsavel
pela adesividade da mucosa, sendo o principal componente dessa estrutura (CHAVES et al.,
2018). As glandulas sublinguais sdo as menores glandulas salivares, localizadas no terco
anterior da parte lateral do soalho da boca, abaixo da mucosa (SOUZA; JUNIOR; VOLPATO,

2003). A Figura 6 € uma representacdo ilustrativa da organizacdo anatdémica da via sublingual.

Figura 6 - Imagem representativa da anatomia da regido sublingual
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Fonte: Adaptado de LA’PORTE; JUTTLA; LINGAM, 2011.
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A viasublingual é considerada uma eficiente alternativa para administracao de farmacos
com vantagens sobre as outras formas de administragdo (MORSI et al., 2017). A anatomia da
mucosa € provida de epitélio escamoso nao-queratinizado de espessura relativamente fina
(HUA, 2019). O epitelio queratinizado é considerado uma barreira eficaz a passagem de
substancias pois, na sua composi¢do contém proteinas reticuladas insollveis, tornando o
epitélio queratinizado seco e impermeavel a agua (SHETTY; GOKUL, 2012). Nesse contexto,
a associacgdo da fina espessura do epitélio e a ndo-queratinizacdo fornece a mucosa sublingual
maior permeabilidade, permitindo absor¢do mais rapida do farmaco. Além disso, a regido
sublingual é bastante vascularizada, com um rico suprimento de vasos sanguineos que permite
que o farmaco va diretamente para a corrente sanguinea, favorecendo a rapida absorcéo e
contornando o metabolismo de primeira passagem pelo figado (WANG; CHOW, 2014). Outra
caracteristica interessante da regido sublingual, € o pH da boca ser relativamente neutro (pH
6,8) quando comparado ao pH de outros tecidos bioldgicos do trato gastrointestinal. Essa
propriedade pode favorecer a estabilidade dos farmacos. Além disso, na regido sublingual a
saliva ndo apresenta elevada permanéncia, ocasionando menor contato do farmaco com mucina
e enzimas salivares (HUA et al., 2019). A via sublingual oferece ainda a facilidade de
administracdo para pacientes com dificuldades de degluticdo, além de ndo ser invasiva
(ILLANGAKOON et al., 2014).

Solari e colaboradores (2017) avaliaram a viabilidade da administracdo sublingual e
compararam com a administracdo oral do imunossupressor tacrolimus. Considerando que o
tacrolimus é amplamente metabolizado no figado e no intestino delgado resultando em baixa
biodisponibilidade (15%), se faz necessario administrar doses excessivamente altas para atingir
0 efeito desejado. Os resultados obtidos revelaram uma reducdo de 37% na dose quando
administrados por via sublingual, sugerindo melhor absor¢do do farmaco, e provavelmente
contornando o metabolismo de primeira passagem. No estudo de Lai e colaboradores (2018)
foram desenvolvidos filmes para administragdo bucal/sublingual do ropinirol, um farmaco
utilizado no tratamento de Parkison o qual sofre extenso metabolismo de primeira passagem,
possui curta meia-vida biologica e formas farmacéuticas de dosagem oral solida podem ser
desafiadoras para pacientes que sofrem de tremores, rigidez e mobilidade reduzida, ademais a
absorcdo do ropinirol € limitada. Estudos farmacocinéticos realizados in vivo em coelhos
evidenciaram que o ropinirol foi detectado em 15 minutos no plasma, indicando rapida absorgao
sisttmica do farmaco. Além disso, a biodisponibilidade por administracdo bucal/sublingual

aumentou cerca de 7 vezes em relacdo a administracdo oral do medicamento.
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A administracdo de farmacos por via sublingual é muito explorada quando ha condi¢oes
patoldgicas que necessitam de agdo rapida, porém formulacGes de liberacdo prolongada
também podem ser administradas através desta via (MASEK et al., 2017). O uso do nifedipino
em formulacGes de curta duracdo por via sublingual pode ocasionar de efeitos adversos graves
(SINGH et al., 2012). Nesse contexto, o nifedipino € um farmaco cardiovascular candidato a
incorporacdo em formulacGes de liberacdo prolongada para administracdo sublingual, a fim de

melhorar sua biodisponibilidade e contornar efeitos indesejaveis.

Ao desenvolver formas farmacéuticas destinadas a aplicacdo sublingual devem ser
consideradas algumas caracteristicas especificas, sendo o tempo de desintegracdo e de
dissolucdo as mais relevantes (AODAH et al., 2017). Assim, diversas formas farmacéuticas
vém sendo empregada para administracdo sublingual de medicamentos como comprimidos
(CHAVES et al., 2020; MINKOWITZ et al., 2017), filmes (HABIB et al., 2021; LAl et al.,
2018) e sprays (ALBERTS et al., 2016; RAUCK et al., 2018). Além disso, a cavidade oral esta
continuamente exposta ao fluxo salivar, e parte do farmaco pode ser deglutido antes que ocorra
sua absorcdo (ILLANGAKOON et al., 2014; PATEL,; LIU; BROWN, 2011). Nesse sentido, o
desenvolvimento de nanossistemas com propriedades mucoadesivas para administracao
sublingual torna-se interessante, a fim de aumentar o tempo de permanéncia da formulagéo no
local de aplicacdo, melhorando a absorc¢éo e a biodisponibilidade de farmacos (MAZZARINO
etal., 2014; PARODI et al., 2017).

Nanoformulagdes sdo capazes de permear mais rapida e profundamente no epitélio da
membrana basal no tecido conjuntivo subjacente da mucosa oral, e 0 tamanho reduzido dos
nanossistemas favorece seu aprisionamento e imobilizacdo na rede do muco (HOLPUCH et al.,
2010; HUA et al., 2019; TEUBL et al., 2013). Além disso, Roblegg e colaboradores (2012)
avaliaram a permeabilidade de nanossistemas em mucosa bucal suina. As formulagdes
catibnicas permearam a camada de muco e penetraram em regifes mais profundas do tecido
epitelial da mucosa enquanto particulas carregadas negativamente interagiram com 0 muco,
formaram aglomerados e ndo penetraram no tecido epitelial. Conforme abordado na tabela 1,
atualmente diferentes estudos tém desenvolvido nanossistemas contendo substancias para

aplicacdo sublingual.
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Tabela 1- Estudos que demostram o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para aplicacdo sublingual

Nanossistema Ativo

Performance Referéncia

NPs de alginato Insulina

NPs de Calcitonina de

hidroxiapatita salmao

NC dePCL e Carvedilol

Eudragit® RS100

Lipossoma Alfa-
galactosilceramida

NE Astaxantina

NPs de PLGA Curcumina

NPs Ovalbumina

revestidas de ouro

PATIL;
DEVARAJAN, 2016

Elevada
disponibilidade
farmacoldgica e

aumento da
biodisponibilidade

KOTAK;
DEVARAJAN, 2020

Permeacdo mais
profunda na mucosa
sublingual, melhora

nos biomarcadores
séricos com aumento
de massa dssea
Propriedades CHAVES et al., 2017
mucoadesivas,
liberagéo controlada e
capacidade de
permeacao na mucosa
Aumento da eficacia SUZUKI et al., 2019
terapéutica

FRATTER,; BIAGI,
CICERO, 2019

Capacidade de
permeacao na mucosa
e aumento da
biodisponibilidade
Melhor efeito
modulador no
tratamento de rinite

SHAHGORDI et al.,
2020

Reducéo da SADEGHI et al., 2020
inflamacao e
infiltracdo celular,
melhorando as
respostas

imunomoduladoras

NPs: nanoparticulas; PLGA: poli (D,L-lactideo-co-glicolideo); PCL.: poli-e-caprolactona; NE: nanoemulséao

Chaves e colaboradores (2017) prepararam nanocapsulas poliméricas de poli-e-

caprolactona (PCL) e Eudragit® RS100 contendo carvedilol como farmaco modelo para
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administragdo sublingual. As nanocapsulas preparadas com o polimero Eudragit® RS100
apresentaram maior capacidade mucoadesiva quando comparada as suspensdes de PCL, o que
foi atribuido a interago eletrostatica entre a mucosa e 0 polimero catiénico Eudragit® RS100.
Além disso, ambas formulacdes demonstraram liberagéo in vitro do carvedilol mais lenta que
o farmaco em solucdo e esse resultado foi semelhante ao estudo de permeacdo ex vivo em
mucosa sublingual suina. As formulagdes de nanocapsulas de Eudragit® RS100 foram
selecionadas para dar segmento aos estudos. Nesse contexto, foi avaliado a influéncia da
nanoencapsulacdo em monocamada de células SCC4, como modelo alternativo de barreira
sublingual. Foi observado que o carvedilol nanoencapsulado permeou de forma controlada pela
monocamada de células SCC4, resultado semelhante & permeacdo em mucosa suina e
proporcionado pela caracteristica de liberacdo controlada das nanocapsulas. Ainda, as
suspensdes de nanocapsulas ndo causaram efeitos citotoxicos em células SCC4 (CHAVES et
al., 2019). Posteriormente, as nanocéapsulas foram incorporadas em comprimidos sublinguais,
o0s quais foram capazes de controlar a liberacdo do carvedilol evidenciando a manutencéo do
efeito de liberacdo controlada das nanocéapsulas (CHAVES et al., 2020).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas

- Nifedipino: Infinity Pharma®, Brasil;

- Triglicerideos de cadeia média (TCM): Fagron, Brasil;

- Eudragit® RS100: Réhm Pharma, Alemanha;

- Polissorbato 80 (Tween®80): Infinity Pharma®, Brasil;

- Monooleato de sorbitano (Span® 80): Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América;

- Polietilenoglicol (PEG 400): Labimpex, Brasil.

4.1.2 Solventes

- Acetona P. A.: CQR, Brasil;

- Dimetilsulféxido (DMSO): Vetec, Brasil;

- Metanol grau HPLC: Dinamica, Brasil,

- Acetonitrila grau HPLC: Dinamica, Brasil,

- Acetonitrila grau HPLC: LiChrosolv, Alemanha;

- Acido acético glacial: Vetec, Brasil.

4.1.3 Equipamentos e outros materiais

- Agitador magnético: Tecnal, Brasil;

- Balanca analitica: Shimadzu, Japéo;

- Células de difuso vertical de Franz: Vidrotec, Brasil;

- Coluna Brownlee Validated C1g (250 mm x 4.6 mm, 5um);

- Evaporador rotatorio Fisatom: Fisatom, Brasil;
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- Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE): Shimadzu, Japéo;
- Potenciémetro: modelo pH 140, Servylab, Brasil;

- Pré-coluna SecurityGuard Phenomenex Cig (4 x 3,0 mm) Brasil,;

- Cuba ultrassénica: Q3.0L, Servylab, Brasil,

- Vortex - modelo AP-56: Phoenix Luferco, Brasil;

- Zetasizer Nanoseries: Malvern Instruments, Reino Unido;

- Mastersizer® 3000 E: Malvern Instruments, Reino Unido;

- Placa de agitacdo com aquecimento multiposicdes: Velp scientifica, Italia;
- Termostato de aquecimento: IKA, Brasil;

- Microcentrifuga sigma 1-14: Biovera, Brasil;

- Balanca analitica: Shimadzu, Brasil,

- Centrifuga: Solab, Brasil.
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4.2 METODOS

4.2.1 Procedimentos analiticos

As analises quantitativas foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) no sistema LC 10A HPLC (Shimadzu, Japao) equipado com uma bomba LC-20AT,
um detector UV-VIS SPD-M20A e um injetor automatico de amostra de valvula SIL-20A HT.
A separacdo foi obtida a temperatura ambiente usando uma coluna Brownlee Validated Cis
(250 mm x 4.6 mm, 5um) acoplada a uma pré coluna de protecdo Cig. A fase movel isocrética
consistiu em acetonitrila e agua (65:35, v/v) em fluxo de 0,8 mL/min. O nifedipino foi detectado
a 235 nm com tempo de retencdo em torno de 7 min. Para analises de teor e eficiéncia de
encapsulacdo de farmaco foi utilizado volume de injecdo de 20 pL. Para liberacdo in vitro e
permeacdo ex vivo o volume de injecdo utilizado foi de 50 pL a fim de diminuir o limite de
quantificacdo. Além disso, para o teste de permeacao ex vivo a fase mével foi alterada para

acetonitrila e agua (55:45, v/v) para melhorar a pureza dos picos cromatograficos.

4.2.1.1 Validacao de métodos analiticos por CLAE para quantificacdo do nifedipino

Especificidade, linearidade, precisdo intradia e interdia, robustez e exatiddo foram
avaliadas para ambos os métodos de acordo com as diretrizes da Conferéncia Internacional de
Harmonizacéao (ICH, 2005).

A especificidade dos métodos foi determinada através da comparagdo entre 0s
cromatogramas de uma amostra placebo (NC-BR) e do nifedipino, com o intuito de excluir a
interferéncia de algum excipiente da formulagdo no mesmo tempo de retencdo do nifedipino.

Para determinacdo da linearidade dos métodos, construiram-se curvas analiticas (n=3)
utilizando uma solucéo de nifedipino em acetonitrila com cinco concentragdes diferentes (1;
2,5; 5; 10; 15 pg/mL). A solucdo estoque foi preparada adicionando 10 mg de nifedipino em
baldo volumétrico de 10 mL contendo acetonitrila, a partir desta os volumes adequados para
preparacdo das curvas foram pipetados e adicionados em baldo volumétrico de 10 mL. Foram
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construidos graficos de concentracdo versus area do pico a partir das curvas, e determinou-se a

equacéo da reta pelo estudo de regresséo linear.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados conforme as
equacOes 1 e 2, respectivamente. Baseados no desvio padrdo dos coeficientes lineares das trés
curvas de calibragdo obtidas no ensaio de linearidade e a média dos coeficientes angulares.

33x0
LD === (1)

__10x0o

LQ= )

IC

Onde: IC é a inclinacdo da curva; ¢ é o desvio padréo.

A precisao foi determinada através do ensaio de repetibilidade (precisdo intradia) e
precisdo intermediaria (precisdo interdia). Para isso, foram preparadas seis amostras de
nanocapuslas de nifedipino na concentracdo de 5 pg/mL no mesmo dia e em dois dias
consecutivos, respectivamente, através da adicdo de 50 pL de suspensdes de nanocapsulas em
baldo volumétrico de contendo 10 mL de acetonitrila. Os resultados foram expressos como
desvio padréo relativo (DPR).

Para avaliacdo da robustez, foram realizadas modificacbes em algumas condicdes dos
métodos (mudanca no fluxo e na proporc¢éo da fase movel) e o teor de solugdes de nanocapsulas
obtidas ap6s analise nas condi¢bes modificadas foi comparado ao obtido nas condigdes usuais
do método. Os resultados foram expressos em DRP em relacdo aos teores obtidos em cada uma
das condicoes.

A fim de avaliar a exatiddo dos metodos, foi adicionada quantidades conhecidas da
solucdo estoque de nifedipino (1 mg/mL) em formulagdes de nanocépsulas brancas (NC-BR) e
determinada a recuperacdo do farmaco. Adicionaram-se aliquotas em trés niveis de
concentracdo: baixa (em torno de 75% do ponto médio), média (em torno de 100% do ponto
médio) e alta (em torno de 125% do ponto medio). As amostras foram preparadas em triplicata

e os resultados expressos em porcentagem de recuperacéo e DPR.
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4.2.2 Teste de solubilidade do nifedipino no 6leo

Para avaliagdo da solubilidade do nifedipino no TCM, adicionou-se um excesso de
nifedipino em 2 mL de 6leo, a mistura foi mantida em agitacdo magnética por 12 h (n=3). Ap0s,
a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min e uma aliquota (50 pL) do sobrenadante foi
diluida em acetonitrila (25 mL) e quantificada por CLAE, de acordo com metodologia

previamente validada (mencionado no item 4.2.1).

4.2.3 Preparo das suspensfes de nanocapsulas

As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicéo interfacial
do polimero pré-formado (FESSI et al., 1989) (n=3), no qual uma fase organica composta por
Eudragit® RS100 (0,1 g), TCM (0,3 g), monooleato de sorbitano (0,077 g) e acetona (27 mL)
foi mantida sob agitacdo magnética por 60 min a 40 °C. Apds completa dispersdao dos
componentes, o nifedipino (10 mg) foi adicionado a fase organica que permaneceu em agitacédo
magnética por mais 10 min a 40 °C ao abrigo da luz. Posteriormente, essa fase foi vertida
através de um funil em uma dispersdo aquosa (53 mL) de polissorbato 80 (0,077 g), a qual
permaneceu sob agitacdo magnética durante 10 min a temperatura ambiente. Apoés, a
formulacdo foi concentrada em evaporador rotatério a 40 °C, até o volume final de 10 mL,
correspondendo a concentracdo final de nifedipino de 1,0 mg/mL, sendo esta denominada de
NC-NIFE. Todas as etapas de preparo foram realizadas ao abrigo da luz a fim de evitar a
degradacéo do nifedipino. Para fins comparativos, formulagdes sem nifedipino também foram
preparadas (NC-BR).

4.2.4 Caracterizagdo das suspensdes de nanocapsulas

A determinacgdo do pH das suspens@es de nanocapsulas foi realizada em potencidmetro
previamente calibrado (pH 140, Servylab), inserindo o eletrodo diretamente nas formulagdes
desenvolvidas. O tamanho das particulas das formulacdes desenvolvidas foi determinado por

espectroscopia de correlagdo de fotons (Zetasizer® Nanoseries, Malvern), apos diluicio das
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suspensdes de nanocépsulas em éagua ultrapura (1:500). Os resultados foram expressos em
didmetro médio de particula e indice de polidispersdo (IPD). Além disso, a distribui¢do do
tamanho das particulas também foi avaliada por difratometria a laser (Mastersizer® 3000E,
Malvern). Para isso, as amostras foram inseridas no amostrador contendo agua até atingir o
indice de obscuracdo minimo (10%) utilizando o indice de refracdo do polimero Eudragit®
RS100 (1,38). Foram analisados o didmetro médio baseado em volume (D [4;3]) e a
polidispersdo do sistema (SPAN). Por sua vez, o potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas
foi analisado por mobilidade eletroforética (Zetasizer® Nanoseries, Malvern) ap6s dilui¢io das

amostras em solugédo de NaCl 10 mM (1:500).

O teor de nifedipino foi analisado por CLAE conforme metodologia descrita
anteriormente (item 4.2.1). As suspensdes de nanocapsulas foram diluidas (50 pL) em balédo
volumeétrico de 10 mL contendo acetonitrila para extracdo do ativo. ApG@s, as amostras foram
filtradas em membrana de nylon (0,45 um) e analisadas por CLAE. A eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) foi avaliada por ultrafiltracdo/centrifugacdo. Inicialmente, uma aliquota
de 300 pL das suspensdes de nanocapsulas (NC-NIFE) foi adicionada ao dispositivo de filtragdo
(Amicon® Ultra MW 10.000, Millipore). Posteriormente, o dispositivo foi levado a
centrifugacdo por 10 min a 2,200 xg e o ultrafiltrado obtido foi analisado por CLAE. A EE%
foi calculada através da diferenca de nifedipino total e livre obtidas nas suspensdes de

nanocapsulas e no ultrafiltrado, respectivamente (equacao 3).

EEY% = Teor total—Teor livre X 100 (3)

Teor total

4.2.5 Avaliacao da fotoestabilidade

Para determinar a fotoestabilidade das formulac6es foi aplicado um método previamente
descrito com adaptagcdes (TAGLIARI et al., 2015). Aliquotas (1 mL) das suspensdes de
nanocapsulas (NC-NIFE) ou uma solucdo do nifedipino em acetonitrila (NIFE) (1 mg/mL)
foram adicionadas em vials transparentes (n= 3) e posicionados sob uma mesa de forma
equidistantes em ambiente iluminado com irradiacdo da luz do dia filtrada por um vidro
transparente. Os testes foram conduzidos a 25 °C com exposicéo solar no periodo das 9 as 13 h

e foram utilizados vials individuais para cada tempo de exposic¢ao. Além disso, foram analisadas
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amostras protegidas da luz (controle escuro), revestindo previamente os vials com papel
aluminio. Em tempos pré-determinados (0, 1, 2, 3 e 4 h) foram coletadas aliquotas de 50 pL e
diluidas em bal@o volumétrico de 10 mL contendo acetonitrila, as amostras foram filtradas e
analisadas por CLAE (item 4.2.1), a fim de determinar a quantidade remanescente de

nifedipino.

A fim de determinar a cinética de degradacao do farmaco, os dados experimentais foram
testados para as equacdes de ordem zero (equacéo 4) e de primeira ordem (equacéo 5). Para a
cinética de ordem zero, os dados foram plotados como concentracéo (pg/mL) versus tempo (h)
e para cinética de primeira ordem (equacdo 5) os dados foram plotados como logaritmo natural
da concentracdo (ug/mL) versus tempo (h). Os valores de coeficiente de correlacdo (r) e
constante de velocidade de degradacdo (k) foram determinados a partir das equacdes. Além
disso, o tempo de meia-vida foi calculado utilizando as equacGes 6 e 7, para ordem zero e

primeira ordem, respectivamente.

C=Cy—ko.t 4)
C =Coye* )

t1/2 = O'SR:C (6)
t1/2 =222 )

Onde: C = concentracdo inicial de farmaco; k = constante de velocidade de degradacédo obtida

das equacoes.
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4.2.6 Avaliagéo da citotoxicidade e genotoxicidade em modelo de Allium cepa

Para o teste em células meristematicas de Allium cepa, as cebolas foram lesionadas com
auxilio de palitos de madeira e foram colocadas em contato com agua destilada por 72 h a fim
de favorecer o enraizamento. Posteriormente, a agua foi removida e as raizes foram colocadas
em contato com os tratamentos (n=3) por mais 24 h. Foram avaliados os tratamentos NC-NIFE;
NC-BR; NIFE em veiculo (1 mg/mL); veiculo (5% Tween 80® em é&gua); controle negativo
(dgua destilada); controle positivo (glifosato 7,5 pg/mL). Apo6s cada tratamento, utilizou-se
etanol: &cido acético 3:1 (v/v) por 24 h para fixar os bulbos que posteriormente foram

armazenados em etanol 70% (v/v) sob refrigeracédo (4 = 2 °C).

Para preparar as laminas histoldgicas, a parte meristematica foi separada e hidrolisada
com HCI 0,2 M por 5 min. O excesso de HCI foi removido com auxilio de papel absorvente e
orceina acética 2% (p/v) foi utilizada para corar as raizes, que foram esmagadas a fim de
favorecer a visualizacdo histoldgica. Foram preparadas duas laminas (contagem de 1000 células
em cada lamina) para cada cebola e analisadas em microscopio (aumento de 40x). Para
determinar o indice mitético (IM%) foi observado o nimero de células em interfase, profase,
metafase, anafase e tel6fase. O indice de aberracGes cromossdémicas (AC%) foi determinado
por anormalidades cromossomicas. Os dados foram calculados e expressos em porcentagem,
conforme as equacdes 8 e 9 (MARCHIORI et al., 2010; SCHERER et al., 2019).

IM(%) _ Numero de células em mitose %100 (8)

Numero total de células observadas

Numero de aberragdes

AC(%) = x100 9

Numero total de células observadas

4.2.7 Avaliacéo do potencial de irritagdo em membrana corio-alantoide (HET-CAM)

O potencial de irritacdo das formulac6es foi avaliado pelo método da membrana cério-
alantéide (HET-CAM), a partir da metodologia recomendada pelo Comité Interinstitucional
para Validacio de Métodos Alternativos (ICCVAN, 2010) e aprovado pelo Comité de Etica no
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Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA n°®5428271020). Para o ensaio
foram utilizados ovos de galinha fertilizados no 10° dia de incubagéo (37 °C e 65% de
umidade), doados pela empresa Languiru (Teutonia, Brasil). Com auxilio de uma pinga foi
retirada a casca na regido da cdmara de ar e a membrana externa, deixando exposta a membrana
corio-alantdide (MCA), que foi umedecida com solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%). Foram
aplicados 300 pL das suspensfes de nanocapsulas contendo nifedipino (NC-NIFE) (n=4) na
MCA durante 20 s e, em seguida, a membrana foi lavada com NaCl 0,9%. O aparecimento dos
eventos de lise, coagulacdo e hemorragia foi observado durante 300 s. Além disso, foi analisado
o nifedipino na forma livre (NIFE) solubilizado em uma solucéo aquosa com 10% de Tween
80® e 10% de DMSO (veiculo). Fotografias foram realizadas em cada ponto do teste. Para a
validacao, utilizou-se solugdes controle, e o grau de irritacdo foi previamente calculado
conforme a equacdo 10. O controle negativo utilizado foi uma solucéo aquosa de NaCl 0,9% e
para o controle positivo a solugdo de hidroxido de soédio (NaOH 0,1 M). Os resultados foram
classificados na faixa de 0 - 0,9 (n&o irritantes), 1 - 4,9 (ligeiramente irritante), 5 - 8,9

(moderadamente irritante), 9 - 21 (irritante severo).

301-h 301-1 301—c

El = 5x + 7x + 9x (10)
300 300 300

Onde: El= escore de irritagdo; h= tempo de hemorragia; I= tempo de lise, e c= tempo de

coagulacéo.

4.2.8 Perfil de liberacgdo in vitro do nifedipino a partir das suspensdes de nanocapsulas

O perfil de liberacdo in vitro do nifedipino (n=3) foi realizado colocando 1 mL das
suspensdes de nanocapsulas (NC-NIFE) em sacos de dialise (membrana de celulose 10,000 Da
Spectra Por,Sigma Aldrich). Para avaliar o perfil de liberacdo do farmaco livre (NIFE), foi
preparado uma solucgéo de nifedipino (1 mg/mL) utilizando polietilenoglicol 400 (PEG 400).
Posteriormente, 0s sacos de dialise foram imersos em um béquer contendo 200 mL de tampéo

fosfato pH 6,8, que foi mantido em agitacdo magnética a 37 °C. Em tempos pré-estabelecidos
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(0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12 e 24 h) aliquotas de 1 mL foram coletadas e analisadas por
CLAE (item 4.2.1). Apds as coletas, 1 mL de meio foi reposto a fim de manter a condicéo sink.

4.2.9 Perfil de permeacéo ex vivo do nifedipino a partir das suspensdes de nanocapsulas

A fim de avaliar o perfil de permeacéo ex vivo foi empregada mucosa sublingual suina,
obtida de um matadouro local (Granja Jaguari, Jaguari, RS, Brasil). A mucosa foi
cuidadosamente separada dos tecidos subjacentes e cortada em tamanho necessario para
realizacdo do experimento. Os fragmentos foram armazenados em freezer & -18° C até a
realizacdo do experimento (FRATTER; BIAGI; CICERO, 2019; CHAVES et al., 2017).

O perfil de permeacédo do nifedipino (n=4) foi realizado empregando células de Franz
(area de difusdo 3,14 cm?) e mucosa sublingual suina como membrana bioldgica. O meio
receptor foi composto por tampdo fosfato pH 6,8 contendo 0,2% de polissorbato 80, a fim de
aumentar a solubilidade do farmaco e manter a condicdo sink. O meio permaneceu sob agitacdo
magnética a 37 °C (6 mL). No compartimento doador foi adicionado 180 uL de NC-NIFE e
NIFE (solucéo preparada em PEG 400), e nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h foram coletadas
aliquotas de 0,2 mL do meio receptor e diluidas em 0,4 mL de acetonitrila, filtradas e injetadas
no CLAE (item 4.2.1). O meio coletado foi reposto, em todos os tempos a fim de manter a

condicéo sink durante o experimento.

Objetivando avaliar se o farmaco foi capaz de permear na mucosa, apos as 6 h de
experimento, o excesso de formulagdo sobre a mucosa foi removido. A mucosa foi cortada em
pequenos pedacos e estes foram adicionados em tubos de ensaio contendo acetonitrila (5 mL).
Apds, as amostras foram levadas ao vortex (2 min) e centrifuga (15 min) para extracdo do

farmaco, filtradas e analisadas por CLAE.

4.2.10 Andlises estatisticas

As formulacdes foram preparadas e analisadas em triplicata e os resultados obtidos
foram expressos como média + erro padrdo da média ou desvio padrdo. A distribuicdo destes

foi testada utilizando os testes de normalidade de D’Agostino-Pearson. Os dados foram
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avaliados estatisticamente através de teste t ou de analise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias seguido pelo teste Bonferroni. Os dados que ndo atendiam a distribuicdo normal foram
tratados a fim de homogeneizar o perfil de anélise para que se adequassem a aplicacao de testes
paramétricos visando a manutencédo do poder de prova. Valores de p < 0,05 foram considerados
como indicativo de significancia estatistica. As analises foram realizadas utilizando o software

GraphPad Prism® vers&o 7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS POR CLAE PARA QUANTIFICACAO
DO NIFEDIPINO

Para determinar o teor de nifedipino nas formulacdes foi realizada a validacdo dos
métodos analiticos, os quais mostraram-se especificos considerando que 0s cromatogramas das
suspensdes de nanocapsulas brancas ndo apresentaram interferéncia dos excipientes no pico
cromatografico do nifedipino. Na Figura 7-A esté ilustrado o cromatograma da amostra placebo
e na Figura 7-B o pico do nifedipino que apresentou grau de pureza de 0,9999. Da mesma
forma, para o método de permeacdo, onde na Figura 8-A demonstra o cromatograma da amostra

placebo e na Figura 8-B o nifedipino com pureza de 0,9999.

Figura 7 — Imagens demonstrativas dos cromatogramas do placebo (A) e do padrédo contendo nifedipino (B) do

método utilizado para teor, eficiéncia de encapsulacao, experimento de fotoestabilidade e liberagdo in vitro

mL/min mL/min
25-235nm Anm (1.00) A 150 £35nmanm (1.00) | 150
1 C 8504 B N
20~ ] ] = F
3 125 o~ -1.25
1 =]
153 2 ] = t
S S 100 40 g  hoo
10 ﬁ E % » E - N
1 © 2 o [ - N
5 © 2 Y —0.75 ] 075
- = e 2 r 1 < [
- o o 20 2 C
O—" = e s ] @ -
1 e Q -0.50
4 1 o L
-5— ] ™ L
- 4 o™ |
- —0.25 0~ ~—1025
-10-_ ] L
K . — — , . -7
0.0 25 50 75 0.0 25 5.0 75



42

Figura 8 — Imagens demonstrativas dos cromatogramas do placebo (A) e do padréo contendo nifedipino (B) do

método utilizado para o experimento de permeagéo ex vivo
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Em relacdo a linearidade, ambos os métodos demonstraram ser lineares na faixa de 1-
15 pg/mL (n=3), apresentando coeficiente de correlacdo de 0,9995 + 0,00 (método de
determinacéo de teor, eficiéncia de encapsulacéo, experimento de fotoestabilidade e liberagao
in vitro) e 0,9994 + 0,00 (método para o estudo de permeacdo ex vivo), estando de acordo com

as diretrizes da ICH.

Os valores de LD e LQ obtidos foram de 0,15 pg/mL e 0,46 pg/mL respectivamente.
Do mesmo modo, para 0 método utilizado na permeacao, os resultados de LD e LQ foram de

0, 24 pg/mL e 0,71 pg/mL, respectivamente.

Os valores de DPR para a precisao intradia e interdia de ambos os métodos foram < 2%
em relacdo aos teores de nifedipino nas suspensdes de nanocapsulas, descritos nas tabelas 2 e

3, respeitando os limites preconizados pela ICH, confirmando a precisdo dos métodos.
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Tabela 2 - Precisdo intradia e interdia das suspensfes de nanocapsulas contendo nifedipino do método utilizado

para teor, eficiéncia de encapsulacéo, experimento de fotoestabilidade e liberacdo in vitro

Concentraciao (ng/mL) Recuperacio (%) DPR (%)

Dia 1 (n=6) 5 100,91 = 1,48 1,47
Dia 2 (n=6) 5 100,68 + 2,31 2,29
Média + DP (n=12) 5 100,80 + 2,31 1,84

Tabela 3 - Precisdo intradia e interdia das suspensfes de nanocapsulas contendo nifedipino do método utilizado

para o experimento de permeacao ex vivo

Concentracao (ug/mL) Recuperacao (%) DPR (%)
Dia 1 (n=6) 5 100,02 £ 1,16 1,16
Dia 2 (n=6) 5 101,31 £2,29 2,26
Média + DP (n=12) 5 100,66 + 1,86 1,84

Na avaliacdo da exatiddo, as porcentagens de recuperacdo do nifedipino foram proximas
de 100% e ambos os métodos demonstraram DPR menores que 2% para 0s trés niveis de

concentragOes testados, caracterizando os métodos como exatos (tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - Exatiddo do método analitico por CLAE para avaliagdo de teor, eficiéncia de encapsulagéo,

experimento de fotoestabilidade e liberacdo in vitro do nifedipino

Niveis de concentracdo Recuperacao (%) DPR (%)
75 % 98,83 £ 1,15 1,16
100 % 102,03 £ 0,93 0,91

125 % 99,29 +1,10 1,11




Tabela 5 — Exatiddo do método analitico por CLAE para avaliacdo de permeacdo ex vivo do nifedipino

Niveis de concentracdo Recuperacao (%) DPR (%)
75 % 98,83+ 1,15 1,16
100 % 102,03 £ 0,93 0,91
125 % 99,29 + 1,10 1,11
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Para a robustez, os resultados de teores obtidos de nifedipino das nanocapsulas

poliméricas ficaram proximos de 100% ap6s as mudancas estabelecidas no fluxo e na proporgédo

de fase movel, respeitando o DPR inferior a 2% e evidenciando a robustez dos métodos. Os

resultados estdo descritos nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Robustez do método analitico por CLAE para avaliagdo de teor, eficiéncia de encapsulacao,

experimento de fotoestabilidade e liberacéo in vitro do nifedipino

Parametros Recuperagéo (%) DPR (%)
ACN:H.0 (55:45) 98,27 £ 0,42 0,43
Proporgao de fase movel A \.,0 (70:30) 98,14 % 0,24 0,25
0,7 mL/min 96,86 + 1,57 1,62
Fluxo 1,0 mL/min 97,69 + 0,40 0,41
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Tabela 7 - Robustez do método analitico por CLAE para avaliacdo de permeacdo ex vivo do nifedipino

Paréametros Recuperagéo (%) DPR (%)
ACN:H.0 (65:35) 100,41 + 0,92 0,02
Proporgao de fase movel A -\.,0 (50:50) 99,90 + 0,19 0,19
0,7 mL/min 99,92 + 0,22 0,22
Fluxo 1,0 mL/min 98,79 + 1,38 1,40

5.2 TESTE DE SOLUBILIDADE DO NIFEDIPINO NO OLEO

Considerando a estrutura “core-shell” das nanocapsulas poliméricas, a escolha do 6leo
e do polimero é uma etapa importante a fim de garantir as caracteristicas adequadas dos
nanossistemas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Assim, é importante na
escolha do 6leo considerar a solubilidade do farmaco e a compatibilidade com o polimero
(ROSA et al., 2019). Nesse contexto, foi avaliada a solubilidade do nifedipino no TCM e o
resultado obtido foi de 3,87 + 0,04 mg/ml. Esse resultado é promissor, pois uma elevada
solubilidade no éleo favorece a encapsulacdo do farmaco no nucleo oleoso da nanocapsula.
Além disso, cabe comentar que a compatibilidade entre Eudragit® RS100 e TCM ja foi relatada
em trabalhos prévios (ROSA et al., 2019; SANTOS et al., 2013).

5.3 CARACTERIZAGCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

Ap0s o preparo, as suspensdes contendo nifedipino (NC-NIFE) apresentaram aspecto
leitoso levemente amarelado e as nanocapsulas brancas (NC-BR) mostraram aspecto branco
leitoso. Ambas as formulagOes apresentaram reflexo opalescente branco/azulado (efeito
Tyndall) resultante do movimento browniano das estruturas coloidais. Os resultados obtidos da

caracterizacdo das suspensdes de nanocapsulas estéo representados na tabela 8.

As suspensdes de nanocapsulas apresentaram pH acido e esse resultado ja foi
demonstrado em outros trabalhos que utilizaram Eudragit® RS100 e TCM no preparo desses
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nanossistemas (DE LIMA et al., 2017; PRADO et al., 2021; SANTOS et al., 2013). Além disso,
0 potencial zeta positivo das nanocépsulas (Figura 9) confirmou a caracteristica catidnica do
polimero Eudragit® RS100. A superficie catidnica desses nanossistemas desempenha uma
funcdo importante na interacao eletrostatica das nanocapsulas com a superficie da mucosa, que
apresenta caracteristica anidnica devido a presenca de moléculas de mucina carregadas
negativamente. Esta caracteristica favorece a interacdo dos nanossistemas com a superficie da
mucosa, aumenta o tempo de residéncia da formulacéo no local de aplicacdo (CHAVES et al.,
2018; SOSNIK; NEVES; SARMENTO, 2014).

Tabela 8- Caracterizacéo das suspensfes de nanocépsulas poliméricas desenvolvidas

Parametro Formulacdes

NC-NIFE NC-BR
pH 47+0,1 48+0,2
Diametro de particula (nm) 176 £ 6 175+ 4
indice de polidisperséo 0,12 +0,01 0,15 + 0,03
D [4;3] (nm) 360+0 479 £ 0™
Dv (90) (nm) 576 + 0 796 + 07
SPAN 1,47 +0,31 2,02+£0,22
Potencial zeta (mV) +10,3+0,1 +8,0+1,3"
Teor de Nifedipino (mg/mL) 0,98 £ 0,03 -

Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Teste t, onde: (*) p < 0,05; (***) p < 0,001: Diferenca entre
NC-NIFE e NC-BR.

As nanocapsulas apresentaram caracteristicas que confirmam o tamanho nanomeétrico.
Através da técnica de espalhamento de luz dindmico foi possivel observar tamanho de particula
em torno de 175 nm e IPD reduzido (< 0,2), indicando a homogeneidade dos sistemas. As
Figuras 10 e 11 ilustram os gréaficos da andlise de tamanho por volume e por intensidade,
respectivamente. Além disso, a analise de difracdo a laser demonstrou distribuicdo de tamanho

na regido nanomeétrica e os valores de SPAN confirmaram a homogeneidade de tamanho das
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particulas, pois foram < 2. A Figura 12 representa a distribuicdo granulométrica por volume das
suspensdes de nanocépsulas, e é possivel observar uma pequena populagdo entre 1 e 10 pm.
Apesar disso, os valores de Dv (90) indicam que 90% das particulas s&o menores que 796 nm.
Além disso, na Figura 13 esté ilustrada a distribuicdo de tamanho por nimero que representa a
populacdo de menor tamanho da amostra, ou seja, quando os resultados sdo analisados por

namero a populagdo maior é insignificante.

Figura 9- Graficos de potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas
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Figura 10 — Graficos da analise de tamanho por volume das suspens@es de nanocapsulas pela técnica de

espectroscopia de correlagdo de fotons
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Figura 11 — Gréficos das andlises de tamanho por intensidade das suspensdes de nanocépsulas pela técnica

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

espectroscopia de correlagdo de fotons

Size Distribution by Intensity

1000 10000
Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity
NC-NIFE

1000 10000

Size (d.nm)



Figura 12 — Imagem representativa do perfil de distribuicdo granulométrica por volume das suspensdes de

nanocépsulas pela técnica de difracéo a laser
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Figura 13 — Imagem representativa do perfil de distribuicdo granulométrica por nimero das suspensdes de

nanocépsulas pela técnica de difracéo a laser
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Vale ressaltar que no inicio do desenvolvimento desse trabalho foram preparadas
nanocapsulas de poli-e-caprolactona (PCL) e nédo foi possivel dar continuidade aos estudos,

pois 0s sistemas apresentaram indice de polidispersao elevado (> 0,2).

O teor obtido de nifedipino para NC-NIFE foi préximo ao teérico (1 mg/mL), indicando
que ndo houve perda de farmaco durante o preparo e que o processo foi adequado para o
desenvolvimento das formulagdes contendo nifedipino. Além disso, as nanocapsulas
apresentaram elevada EE% (99,9%), o que pode ser explicado pela lipofilicidade do farmaco e
a sua adequada solubilidade no TCM, que tende a se concentrar no nucleo oleoso das
nanocapsulas poliméricas. Santos e colaboradores (2013) relataram elevada EE% do

clotrimazol e mencionaram que a alta lipofilia do fArmaco impede a sua parti¢do na fase aquosa.

5.4 AVALIACAO DA FOTOESTABILIDADE

O nifedipino é utilizado como um farmaco modelo em estudos de fotodegradacao,
devido a sua fotoinstabilidade ser amplamente conhecida (AMAN; THOMA, 2002; MOFFAT
et al., 2013). A fim de avaliar o efeito fotoprotetor das nanocépsulas poliméricas, o nifedipino
foi veiculado a estes nanossitemas e exposto a radiacdo da luz do dia. Os resultados obtidos da
exposicdo do nifedipino livre (NIFE) e associado ao nanossitema (NC-NIFE) estdo
representados na Figura 14. Ap6s 3 h de experimento o teor residual de nifedipino nas
formulacdes de NC-NIFE foi de 52,88 + 1,55%. Por sua vez, 0 teor remanescente para o
farmaco nao-nanoencapsulado foi de 30,45 + 1,03%. Em todos os tempos de exposicdo
experimental a degradacdo do NIFE livre foi maior (p < 0,001) do que associado nas
formulacBes nanoestruturadas (NC-NIFE). Esse resultado mostra que a nanoencapsulagéo
proporcionou um aumento (p < 0,01) na fotoestabilidade do nifedipino quando comparado ao
farmaco livre.  Comportamentos semelhantes foram encontrados na literatura para
nanocapsulas contendo nifedipino (TAGLIARI et al.,, 2015). O efeito fotoprotetor das
nanocapsulas poliméricas é atribuido as caracteristicas dos sistemas coloidais que podem
absorver ou dispersar a luz, desempenhando uma fungéo de protecédo ao farmaco em relagédo ao
ambiente externo (GEHRCKE et al., 2017; MATTIAZZI et al., 2019; WEBER et al., 2016).
Vale ressaltar, que ao final do experimento ndo foram observados efeitos de degradacdo do
nifedipino nos controles escuros, evidenciando que a degradacdo do farmaco ocorreu apenas

por efeito de exposicao a luz.
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Figura 14 — Quantidade remanescente de nifedipino livre (NIFE) ou nanoencapsulado (NC-NIFE) ap6s

exposi¢do a luz do dia por 3 horas

~ 1501
L -+ NC-NIFE
E -~ NIFE
ot
4 100 * 3k K
Y
= KoKk
=
=] %k 3k 3k
= 50
2
o
=
S

0 L] 1 1

0 1 2 3
Tempo (h)

Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3). ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de
Bonferroni, onde: (***) p < 0,001: diferenca entre NC-NIFE e NIFE.

Apds determinar a quantidade de farmaco fotodegradado, é importante avaliar a cinética
de degradacdo, que permite elucidar o perfil de degradacdo da substancia (MURAKAMI et al.,
2009). A tabela 9 mostra os resultados do ajuste dos dados experimentais as equacdes cinéticas
(equacles 4 e 5). Considerando o maior coeficiente de correlacdo (r) obtido, observou-se que a
degradacdo do nifedipino livre e nanoencapsulado segue cinética de ordem zero, ou seja, a
velocidade da reacdo é independente da concentracdo de farmaco remanescente. Para avaliar a
cinética de degradacdo é interessante atingir 50% de degradacdo do farmaco a fim de obter um
comportamento verdadeiro para determinar a ordem cinética de degradacdo (MOORE, 2004).
Apesar da formulacdo NC-NIFE ter concentragcdo remanescente de 52% de nifedipino, n&o foi
dificil estabelecer a cinética de degradagdo. Além disso, esse fato ndo influencia na relevancia
do resultado da capacidade das suspensdes de nanocépsulas proteger o nifedipino da

fotodegradacéo.

As inclinagdes das retas fornecem os valores de constante de degradagéo (k) (tabela 9),
a partir dos dados obtidos observamos que o nifedipino livre apresentou maior (p < 0,001) valor
de k quando comparado ao nifedipino nanoencapsulado, ou seja, a velocidade de degradacéo
do nifedipino foi maior quando ele esta na forma livre. Os valores obtidos para as constantes
de velocidade de degradacdo permitiram o célculo do tempo de meia-vida, o qual demostrou

que a nanoencapsulacdo aumentou (p < 0,001) em 1 h o tempo necessario para que a
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concentracdo de nifedipino se reduza a metade da inicial. Esses resultados confirmam o que foi
observado na Figura 14: a nanoencapsulacdo foi capaz de aumentar a fotoestabilidade do

nifedipino.

Tabela 9 — Coeficiente de correlacdo (r), constante de velocidade degradacdo (k) e tempo de meia-vida (t12)

obtidos ap0s regresséo linear dos dados de fotodegradagéo do nifedipino

NC-NIFE NIFE
Ordem zero Primeira Ordem zero Primeira
ordem ordem
Coeficiente de 0,9931+0,01 0,9836+0,01 0,9979+0,00 0,9912 +0,00
correlacgao (r)
Constante de 157,57 £ 2,95 - 230,89 +£5,30 -
degradacao (K) pg/mL/h ™ ug/mL/h
Tempo de meia- 3,17 +0,06 h ™ - 2,17+0,05h -

vida (t1)

Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Teste t, onde: (***) p < 0,001: Diferenca entre NC-NIFE e
NIFE.

5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM MODELO DE
ALLIUM CEPA

Particulas nanométricas sdo providas de caracteristicas exclusivas e possuem a
capacidade de atravessar a barreira bioldgica e interagir com as estruturas intracelulares,
podendo levar a toxicidade (RAJESHWARI et al., 2016). O modelo de Allium cepa tem sido
amplamente utilizado para avaliar a toxicidade de nanoparticulas e dentre as suas vantagens
estdo a capacidade das raizes permanecerem em contato direto com a formulacdo, a
manifestacdo rapida da resposta as substancias genotdxicas e a ocorréncia de poucas alteracoes
naturais cromossdémicas (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). O indice mitético € uma
indicacao de presenca de divisdo celular e é aplicado em avaliacdes de fendmenos citotoxicos.

A capacidade de agentes em causar reducdo de eventos mitoticos pode estar associada a
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citotoxicidade, visto que substancias destinadas a alterar o ciclo celular normal causam redugéo
na divisdo celular. Por outro lado, a genotoxicidade estd associada a substancias capazes de
romperem o material genético, ocasionando alteragdes anormais na estrutura dos genes ou
cromossomos (ISLAM et al., 2017).

Nesse contexto, objetivando avaliar a citotoxicidade foi observado o indice mitético
(IM%) das células apds o tratamento com as formulaces desenvolvidas nesse trabalho, os
resultados estdo ilustrados na Figura 15. O IM% do tratamento com agua (controle negativo)
foi de 6,63 £ 0,43%, semelhante (p > 0,05) ao veiculo (5,22 + 0,24%) e a NC-BR (5,55 +
1,13%). Por outro lado, o grupo tratado com glifosato (controle positivo) apresentou IM% de
2,78 £ 0,13%, menor em comparagdo com o controle negativo (p < 0,001), veiculo (p < 0,001)
e NC-BR (p < 0,001). Entretanto, o IM% do tratamento com glifosato foi semelhante (p > 0,05)
ao NIFE (1,56 = 0,45%) a NC-NIFE (4,28 £+ 0,33%). Apesar disso, a nanoencapsulacéo do
nifedipino foi capaz de reduzir (p < 0,001) a citotoxicidade quando comparada ao NIFE livre,
Além disso, ao comparar com o IM% do controle negativo, a NC-NIFE apresentou menor
diferenca (p <0,01) que o NIFE livre (p < 0,001). O melhor resultado para NC-NIFE em relacéo
ao NIFE livre pode ser explicado através do perfil de liberacdo controlada das nanocéapsulas,
que promove uma liberacdo gradativa do farmaco ao invés deste ser liberado de forma imediata.
Além disso, a estrutura das nanocapsulas atua como uma barreira protetora, evitando o contato
direto do farmaco com as células meristematicas. As diferentes fases de mitose estdo

representadas na Figura 17-A.
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Figura 15 — indice mitdtico (IM%) observado através do ensaio de Allium cepa
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Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3). ANOVA de uma via seguido por p6s teste Bonferroni,

onde:

* significa diferenca estatistica entre controle negativo e demais grupos (**) p < 0,01; (***) p < 0,001;
# significa diferenca estatistica entre NC-NIFE e demais grupos (#) p <0,5; (##) p < 0,01; (###) p < 0,001;
@ significa diferenca estatistica entre NIFE e demais grupos (@@@) p < 0,001;
& significa diferenca estatistica entre NC-BR e demais grupos (&&&) p < 0,001;
$ significa diferenca estatistica entre veiculo e demais grupos ($$$) p < 0,001.

A genotoxicidade foi avaliada através da observacdo de aberracGes cromossdmicas

(AC%) (Figura 16). O controle positivo apresentou maior potencial genotoxico em relagéo aos
demais grupos, com AC% de 1,03 £ 0,17%. O grupo tratado com &gua (controle negativo)
apresentou AC% de 0,22 £ 0,06%, sendo semelhante (p > 0,05) a NC-NIFE (0,1 £ 0,08%),
NIFE (0,03 £ 0,06%), NC-BR (0,17 + 0,12%) e veiculo (0,17 + 0,15%). Nesse contexto, ndo

foi observado potencial genotoxico das formulacGes em estudo e ja foi relatado na literatura a

auséncia de genotoxicidade de nanocapsulas poliméricas contendo farmaco nanoencapsulado

(MARCHIORI et al., 2010). O indice e a classificagdo das anormalidades cromossémicas estdo

descritos na tabela 10, e na Figura 17-B esta ilustrada as imagens de aberragdes cromossémicas

encontradas nesse trabalho.
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Figura 16 — AberracBes cromossémicas (AC%) observado através do ensaio de Allium cepa
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Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3). ANOVA de uma via seguido por pos teste Bonferroni,
onde: ” significa diferenca estatistica entre controle positivo e demais grupos (*) p < 0,05; (™) p <0,01; ("™ p
< 0,001.

Tabela 10 — AberragBes cromossémicas observadas em células de Allium cepa

PA BN SK MD PD AA AC%
Controle (-) 2 9 2 0 0 0 0,22 + 0,06
Controle (+) 16 17 4 16 16 2 1,03 +0,17
NC-NIFE 2 3 1 0 0 0 0,10 + 0,08
NIFE 0 1 0 0 1 0 0,03 + 0,06
NC-BR 3 4 0 1 2 0 0,17+0,12
Veiculo 1 4 0 1 5 0 0,18 £0,16

Média + desvio padrdo (n=3, totalizando 6000 células por grupo). Onde: PA é ponte em anafase, BN é
binucleacdo, SK é stikness, MD é metafase desorganizada, PD € préfase desorganizada, AA é anafase anormal.
AC% ¢ o indice total de aberracdes cromossdmicas.
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Figura 17 — Imagem ilustrativa das células em diferentes fases de mitose (A) e aberragbes cromossdmicas (B)
(A)
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56 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO EM MEMBRANA CORIO-
ALANTOIDE (HET-CAM)

Para avaliacdo do potencial de irritacdo de formulacdes nanoestruturadas tem sido
amplamente aplicado o teste da membrana cério-alantéide (HET-CAM) (KRAMBECK et al.,
2020; MOTA et al., 2013; ROSA et al., 2019). A Figura 18 representa os resultados obtidos
apos o contato da MCA com a formulacdo desenvolvida e o farmaco livre. A partir das imagens,
é possivel observar que as nanocapsulas poliméricas contendo nifedipino ndo apresentaram
potencial de irritacdo, sendo semelhante ao controle negativo (NaCl 0,9%) e classificadas como

ndo irritantes. Do mesmo modo, o nifedipino livre e o veiculo ndo demonstraram nenhuma



57

alteracdo na MCA. Por sua vez, o controle positivo apresentou sinais de coagulagdo, como ja
esperado e descrito na literatura (GEHRCKE et al., 2020). Em trabalho prévio do nosso grupo
de pesquisa (PRADO et al., 2019), nanocépsulas de Eudragit® RS100 e TCM sem principio
ativo foram avaliadas no mesmo modelo e ndo foram observados eventos irritantes na MCA.

Assim, pode-se afirmar que a formulacdo de nanocépsulas contendo nifedipino ndo € irritante.

Figura 18- Imagens da membrana corio-alantéide (MCA) antes e apds o contato com as formulagdes

(V]

Onde: MCA exposta no tempo 0 e ao final de 300 s respectivamente (n=4), (A) e (B) NaOH 0,1 M; (C) e (D)
NaCl 0,9%; (E) e (F) NIFE; (G) e (H) NC-NIFE; (1) e (J) Veiculo (solucdo aquosa com 10% de Tween® e
DMSO).
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5.7 PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DO NIFEDIPINO A PARTIR DAS SUSPENSOES
DE NANOCAPSULAS

O perfil de liberagdo in vitro do nifedipino (livre e nanoencapsulado) esta representado
na Figura 19. Em 4 h de experimento o NIFE livre (98,45 + 7,17%) foi totalmente liberado. Por
outro lado, em 24 h de experimento 27,34 + 3,78% do nifedipino foi liberado das nanocapsulas,
0 que evidencia um elevado controle da liberacdo do farmaco. Assim, nosso resultado evidencia
que além da nanocépsula promover liberacdo controlada do nifedipino, o farmaco consegue ser
liberado da formulagéo. A capacidade de nanossistemas controlarem a liberagéo de substancias,
além de ser amplamente descrito na literatura, é relatada como uma das principais vantagens de
sistemas nanoestruturados (ARAUJO et al., 2019; CHASSOT et al., 2016; CHAUHAN et al.,
2017). Tal propriedade pode ser atribuida ao invélucro polimérico das nanocéapsulas que
funciona como uma barreira de protecdo ao nucleo oleoso e promove liberagdo controlada a
farmacos lipofilicos (OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, a elevada solubilidade do nifedipino
no oOleo esta ligada a particdo favoravel do farmaco disperso no éleo, formando um sistema
reservatorio (FORMARIZ et al., 2005). A liberacdo prolongada reduz a incidéncia de efeitos
adversos oriundos de picos de concentracdo plasmatica elevados, prolongando o efeito

terapéutico do farmaco e reduz sua frequéncia de administracao.

Esse resultado estd de acordo com o estudo de Santos e colaboradores (2013), que
desenvolveram nanocépsulas de Eudragit® RS100 e TCM contendo clotrimazol e avaliaram o
perfil de liberacdo in vitro em sacos de dialise. Os resultados obtidos evidenciaram que as

nanocapsulas foram capazes de prolongar a liberacdo do farmaco.
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Figura 19 — Perfil de liberacdo in vitro do nifedipino
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Dados expressos como média + desvio padrdo (n=3). ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de
Bonferroni, onde: (***) p < 0,001: diferenca entre NC-NIFE e NIFE.

5.8 PERFIL DE PERMEACAO EX VIVO DO NIFEDIPINO A PARTIR DAS SUSPENSOES
DE NANOCAPSULAS

O estudo de permeacdo para produtos nanotecnoldgicos destinados a diferentes vias de
administracdo € amplamente descrito na literatura (FRANK et al., 2017; RATA et al., 2021;
REBIBO et al., 2021). Em nosso estudo, foi utilizado células de Franz e mucosa sublingual
suina como membrana, a fim de melhor simular a condicdo fisiologica auxiliando na
interpretacdo dos dados obtidos. Tampao fosfato pH 6,8 contendo 0,2% de polissorbato 80 foi
escolhido para compor o meio receptor no sentido de mimetizar as condi¢6es da via sublingual.
Outro estudo também relata a utilizacdo de tensoativo para melhorar a solubilidade do
nifedipino no meio do estudo de permeacdo (SANTIS et al., 2013). Até onde sabemos, esta € a
primeira vez que mucosa sublingual é empregada para avaliacdo de permeacdo ex vivo do

nifedipino.

Visando aplicacdo sublingual é importante que o farmaco em estudo seja capaz de
permear com facilidade através da mucosa para atingir a corrente sanguinea a fim de obter o
efeito desejado (BREDENBERG et al., 2003). Apesar do PEG 400 ser conhecido como um
promotor de permeacdo, a partir de 3 h de experimento a quantidade permeada para 0 meio
receptor de nifedipino nanoencapsulado foi maior (p < 0,01) que a solucao de nifedipino em
PEG 400 (NIFE), resultando em 5,60 + 0,24 pg/cm? e 2,19 + 1,62 pg/cm? para NC-NIFE e
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NIFE, respectivamente. Esse resultado pode ser explicado através das propriedades das
nanocépsulas, o tamanho nanométrico permite a passagem por capilaridade que auxilia na
permeacdo de substdncias através de membranas biologicas. Além disso, a maior area
superficial dos nanossitemas favorece o contato com o local de aplicagio (MOHANRAJ;
CHEN, 2006; ROBERTS et al., 2017). A quantidade de nifedipino livre e nanoencapsulado no

meio receptor esta ilustrada na Figura 20.

Figura 20 — Perfil de permeacdo do nifedipino em mucosa sublingual suina
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Dados expressos como média + erro padrdo da média (n=4). ANOVA de duas vias seguido de pds teste de
Bonferroni, onde: (**) p < 0,01; (***) p < 0,001: Diferenca entre NC-NIFE e NIFE permeado para 0 meio
receptor.

Ao final do experimento o nifedipino retido na mucosa sublingual foi quantificado. Os
resultados demonstraram uma maior quantidade de farmaco (p < 0,05) presente na mucosa
guando nanoencapsulado quando comparado ao NIFE livre (Figura 21). Esse resultado pode
estar relacionado a caracteristica catiénica do polimero Eudragit® RS100, que favorece a adesio
da formulag&o no local de aplicagdo através de interagdo eletrostatica com a mucosa sublingual
(CHAVES et al., 2017; OSMARI et al., 2020). Assim, neste estudo foi possivel mostrar de
forma inédita que a nanoencapsulagdo promove maior permeacdo do nifedipino para 0 meio
receptor e favorece a permanéncia da formulacéo no local de aplicagdo, aumentando a retencéo

do farmaco na mucosa sublingual.
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Figura 21 — Quantidade de nifedipino retido na mucosa sublingual suina
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Dados expressos como média + erro padrdo da média (n=4). Teste t, onde: (*) p < 0,05: Diferenca entre NC-
NIFE e NIFE retido na mucosa.
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6 CONCLUSOES

e Neste trabalho foram preparadas nanocépsulas poliméricas contendo nifedipino
utilizando Eudragit® RS100 como polimero e caracterizadas quanto a teor, eficiéncia de

encapsulacdo, tamanho de particulas e potencial zeta;

e As suspensdes de nanocapsulas desenvolvidas conferiram o dobro de protecdo ao

nifedipino frente a luz do dia quando comparadas ao farmaco livre;

e Embora a NC-NIFE tenha sido considerada citotoxica, ela reduziu a citotoxicidade do

nifedipino e ndo apresentou efeitos de genotoxicidade em modelo de Allium cepa;
e As formulagdes demonstraram ser ndo-irritantes pelo ensaio do HET-CAM;
e A nanoencapsulacao do nifedipino proporcionou liberacdo prolongada do farmaco;

e A nanoencapsulacdo promoveu maior permeacdo do nifedipino através da mucosa
sublingual suina em comparacdo com o nifedipino em solucdo. Além disso, as

suspensdes de nanocapsulas proporcionaram maior retenc¢do do farmaco na mucosa.

Assim, o desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo
nifedipino mostrou-se promissor, visando aplicacdo por via sublingual, considerando que as

nanocapsulas foram essenciais para promover a permeacdo do nifedipino através da mucosa.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados promissores obtidos nesta dissertacao, tem-se como perspectivas:
(1) Avaliar a propriedade mucoadesiva das suspens@es de nanocépsulas através da capacidade
de interagdo com moléculas de mucina e pela adesdo da formulagdo em mucosa sublingual
suina utilizando fluxo salivar simulado; (2) Analisar a capacidade antioxidante in vitro das

formulacdes; (3) Desenvolver uma forma farmacéutica sélida contendo as nanocapsulas.
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