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RESUMO

O 2-nitrato-1,3-di-isobutoxipropano (NDIBP), ¢ um nitrato orgénico sintético derivado da glicerina, com baixa
solubilidade em agua. O objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar complexos de inclusdo e nanocapsulas
com NDIBP. Os complexos de inclusdo foram preparados por liofilizacdo e as nanocapsulas pelo método de
deposigdo interfacial de polimero pré-formado. As isotermas de solubilidade determinadas para o NDIBP
mostraram perfis do tipo Al (K1:1 =33,0 M-1). A formagao do complexo de inclusdo proporcionou um aumento
de 12,5 vezes a solubilidade do NDIBP. Os complexos de inclusdo apresentaram alteragdes na estrutura
cristalina e estabilidade em até 150 dias a 4°C. As nanocéapsulas mediram didmetros entre 100 e 300 nm, e
exibiram indice de polidispersdao abaixo de 0,2, e potencial zeta < -30 mV. Além disso, os nanossistemas
estudados apresentaram atividade fungicida e vasorrelaxante da artéria mesentérica, mostrando assim que as
estratégias nanotecnologicas empregadas se mostram promissoras no incremento de caracteristicas desejaveis
ao NDIPB.

Palavras-chave: Nanossistemas, Nitratos organicos, Atividade fungicida, Atividade vasorrelaxante em artéria
mesentérica.
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1 INTRODUCAO

As ciéncias farmacéuticas encorajam pesquisas que promovem o controle da liberacdo de
farmacos em um sitio especifico onde deseja-se a agdo da molécula, para isso podem ser empregados
vetores como microparticulas e sistemas coloidais como lipossomas e nanoparticulas. Atualmente, os
nanocarreadores tornaram-se especialmente atrativos em sistemas de liberagao controlada de farmacos
convencionais, além do carreamento de moléculas terap€uticas como proteinas, peptideos e acidos
nucléicos (Ramsden, 2018; Sousa et al., 2019).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos com didmetro inferior a 1
um e este termo se aplica aos nanossistemas constituidos por um invélucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o fairmaco, estar dissolvido neste nticleo e/ou adsorvido a parede
polimérica (Gnach et al., 2015; Rao; Geckeler, 2011). A utilizagdo dessas nanoestruturas apresenta
algumas vantagens, como a prote¢do da molécula encapsulada contra degradagdo no organismo,
melhor absorcao tecidual da droga, bem como alteragdes em sua farmacocinética (Giiven, 2021; Vieira;
Gamarra, 2016;).

Alguns compostos teraputicos possuem limitagdes em sua utilizacdo por conta da
insolubilidade em 4agua e baixa biodisponibilidade, estimulando o desenvolvimento de novos sistemas
carreadores de drogas, aos quais ciclodextrinas ganham destaque (Matioli, 2000). As ciclodextrinas
formam complexos de inclusdo com farmacos, podendo influenciar em sua estabilidade, resultando
em na redugdo, aumentou ou inalteracdo da degradacao de farmacos (Popielec; Loftsson, 2017).

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-glicose
unidas por meio de ligagdes glicosidicas, obtidas a partir da degradacdo enzimatica do amido de varias
espécies vegetais (Loftsson; Masson, 2001; Marques, 2010). As CDs apresentam-se na forma de cones,
com o lado mais largo formado pelas hidroxilas secundarias em C2 e C3 e a face mais estreita
constituida pelas hidroxilas primérias ligadas em C6. Os atomos de oxigénio envolvidos nas ligagdes
glicosidicas (em C1 e C4) e os atomos de hidrogénio ligados em C3 e C5 determinam o carater
hidrofobico do interior da cavidade, enquanto a presenca de hidroxilas livres na parte externa confere
um carater hidrofilico as ciclodextrinas (Britto et al., 2004).

Contudo, o aumento da solubilidade, bem como a reducdo da toxicidade das CDs podem ser
melhoradas a partir de modifica¢gdes quimicas, como por exemplo, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
(HP-B-CD) (Gould; Scott, 2005; Veiga et al., 2006). A HP-B-CD formam complexos relativamente nao
especificos com uma grande variedade de substratos e por isso, vem sendo utilizada como prototipo
para investigacdo de intera¢des ndo covalentes envolvendo diferentes compostos (Saenger et al., 1998;
Van de Manakker et al., 2009; Yergey et al., 2017).

O NDIBP (2-nitrato-1,3-di-isobutoxipropano; C11H23NOs, massa molar = 249,3) ¢ um nitrato

organico sintético, de baixa solubilidade em agua, cujo mecanismo consiste na liberacdo de 6xido
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nitrico (NO) promovendo assim, o relaxamento do endotélio (MAEDA et al, 2004). Em complemento,
¢ observada ac¢do antifungica nos nitratos organicos, por inibi¢do da sintese do colesterol encontrado
na membrana (Phillips, 2005). O trinitrato de glicerina (TNG) ¢ precursor do NDIBP, assim como de
outros nitratos organicos, como por exemplo, o 2-nitrato-1,3-dimetoxipropano (NDMP), 2-nitrato-1,3-
dietoxipropano (NDEP) e o 2-nitrato-1,3-dipropoxipropano (NDPP), todos esses nitratos possuem
atividade vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica cranial isolada de rato, induzidos pela
liberagdo de NO (Franga-Silva ef al., 2012).

Baseado nisso, este trabalho teve por objetivo, preparar e caracterizar nanocapsulas (NC)
contendo NDIBP e complexos de inclusao NDIBP-2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (NDIBP/HP-3-
CD), visando o incremento de caracteristicas ao composto complexado, como uma forma de liberagao

controlada e o aumento de sua solubilidade em agua.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO NDIBP/HP-B-CD

Os complexos de inclusdo foram preparados pelo método de liofilizagdo Freeze-Drying, que
consiste na completa solubilizacdo da HP-B-CD em 4gua destilada e posterior adi¢do da molécula
NDIBP. A amostra permaneceu sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 48h. Em seguida
foi armazenada a -80 °C e liofilizada por aproximadamente 72h. Os complexos foram obtidos

utilizando concentragdes equimolares (1:1) da molécula e da HP-B-CD.

2.2 ESTUDO DE SOLUBILIDADE

O estudo de solubilidade de fases foi realizado de acordo com o método de Higuchi e Connors
(1965). Um excesso de NDIBP foi adicionado a uma série de microtubos contendo agua destilada e
concentragdes crescentes de HP-B-CD. As suspensdes foram mantidas sob agitacdo por 72h a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram diluidas e a quantidade de NDIBP foi

determinada por leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 240 nm.

2.3 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Foram realizados os seguintes ensaios: microscopia eletronica de varredura — SEM (JEOL J-
210), das amostras metalizadas com ouro coloidal por 30 segundos; difracdo de raios-X (Bruker, D8
Advance), com detector LYNXEYE e o6tica TWIN-TWIN. Os dados foram coletados no intervalo
angular entre 10 e 70° 20, com velocidade angular de 0,2 segundos, tamanho do passo de 0,02° 26,
condi¢des de voltagem equivalentes a 40 kW e corrente do tubo de 40 pA; espectroscopia de

infravermelho (BOMEM), na faixa espectral de 4000-400cm™' com 32 scans/min e resolugdo de 4 cm™
1
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2.4 PREPARO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO NDIBP

A preparacao das Nanocapsulas (NC) foi realizada segundo o método de deposi¢do interfacial
do polimero pré-formado, descrito inicialmente por Fessi et a. (1989). Este método envolve a mistura
de uma fase organica em uma fase aquosa. A fase organica constituiu-se do polimero, solvente organico
(acetona), monoestearato de sorbitano, 6leo e NDIBP. A fase aquosa foi composta de polissorbato 80
e de dgua deionizada. A suspensdo resultante foi mantida sob agitagcdo por 10 minutos e em seguida o
solvente organico foi eliminado e a suspensdo foi concentrada até o volume final de 10 mL, com o

auxilio de um evaporador rotativo.

2.4.1 Teste de Estabilidade a Longo Prazo
O teste teve como objetivo estabelecer a durabilidade das NC preparadas. Nestes testes foram
avaliadas as condi¢des das NC logo ap0s a fabricagdo e a intervalos de tempos regulares (0, 7, 15 e 30

dias) ou até a manutencao da estabilidade sempre a temperatura de 4°C.

2.4.2 Aspectos Macroscopicos
Foi observado se ocorreu o surgimento de alteragdes no aspecto geral das preparacdes:
homogeneidade, cor, viscosidade, deposi¢cao de materiais, formagao de grumos, cremagem, floculagao,

coalescéncia e separacao de fases.

2.4.3 Aspectos Microscopicos
Foi observado se ocorreu o surgimento de alteragdes no aspecto microscopico das NC como

formagao de grumos decorrente da degradacao do polimero.

2.5 VARIACOES DE PH

As formulagdes foram analisadas por um potencidometro digital contendo eletrodo de vidro e
um sensor de temperatura, os testes foram feitos a 20°C. Uma aliquota da formulacao sera colocada
em um béquer, o eletrodo e a sonda foram colocados em contato com a amostra do béquer e foi

realizada a leitura do pH.

2.6 POTENCIAL ZETA
O valor de potencial zeta, dado em mV foi determinado através de um analisador de potencial
zeta, Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern). As andlises foram realizadas diluindo-se as suspensdes de NC

em agua (Milli-Q) 100 vezes e os resultados foram expressos como médias de trés determinacdes.
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2.7 EFICIENCIA DE ASSOCIACAO DE NDIBP NAS NC POLIMERICAS
A quantidade de NDIBP encapsulada foi determinada diluindo-se a suspensao em metanol. O
resultado da suspensdo diluida foi analisado em espectrofotometro, a um comprimento de onda de 240

nm e o controle negativo utilizado pra zerar o equipamento ¢ metanol.

2.7.1 Bioensaios
2.7.1.1 Atividade antifingica

A atividade antimicrobiana da NC foi testada com Candida albicans ATCC 60193 pelo método
da microdilui¢do. Em placas de 24 pogos, dispostos em 4 colunas (1 a 4) e 6 linhas (A a F). Na linha
A foi inserido a NC contendo NDIBP, em concentragdes que variaram de 3,5 mg/mL (coluna 1) a 0,43
mg/mL (coluna 4). As linhas B, C e D (24, 48 e 72 horas, respectivamente) foram destinadas para
avaliag¢do do crescimento da levedura, onde a cada 24 horas foi inoculado 10 pL dos pogos da linha A
nos pocos da linha B e posteriormente C e D. Na linha E, estavam os controles positivos, localizado
nas colunas 1 e 2 e o controles negativos localizados nas colunas 3 ¢ 4. Na linha F, colunas 1 e 2
estavam os controles de cor e nas colunas 3 ¢ 4 os controles de veicula¢dao do candidato a farmaco.

Em todos os pogos foram inseridos 500 pL de caldo Sabouraud e 500 pL de uma solucdo
contendo as leveduras, diluidas em solucdo isotonica, na concentracdo de 4,5x107 de células/mL. Na
linha A coluna 1, foi inserido 1 ml de NC contendo NDIBP ¢ diluigdes seriadas foram feitas da coluna
1 a 4, para obter-se a concentracao desejada. No controle positivo foi inserido caldo Sabouraud e a
solugdo contendo leveduras. No controle negativo foi inserido caldo Sabouraud, e uma solucao
contendo as leveduras e a nistatina 7,4 Ul/mL, antibidtico de referéncia utilizado no tratamento da
Candida albicans (Nenoff et al., 2016). O controle de cor possuia caldo Sabouraud e 10 pL de
nanocapsula, ja no controle de veiculo foi inserido caldo Sabouraud e nanocépsula sem o farmaco. A

leitura do crescimento da levedura foi realizada de forma visual.

2.8 VASORELAXAMENTO EM ARTERIA MESENTERICA INDUZIDO PELO COMPLEXO DE
INCLUSAO NDIBP/HP-B-CD E NC CONTENDO NDIBP

Foram utilizados ratos Wistar Kyoto com peso entre 250 e 300g provenientes do Biotério Prof.
George Thomas (CEUA-UFPB processo n. 305/2009). Os animais foram mantidos sob temperatura
controlada (21+1° C) e ciclo claro-escuro de 12:12 h (6-18 h), tendo livre acesso a dgua e ragao
(Labina®, Purina).

O NDIBP foi obtido através da sintese organica e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Petronio
Athayde Filho. A molécula foi solubilizada em Cremophor® e dgua destilada (1:1). O complexo de

inclusdo NDIBP/HP-B-CD foi solubilizado da mesma forma. O experimento também avaliou a acao
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das NC contendo NDIBP ¢ NC sem farmaco, seguindo essa mesma metodologia, sem dilui¢ao em
Cremophor®.

Foram utilizadas as seguintes drogas: cloridrato de acetilcolina (ACh); cloridrato de L (-)
fenilefrina (FEN); Cremophor®, obtidas da Sigma-Aldrich® (EUA). A solucdo nutritiva utilizada foi
Tyrode, aerada com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO), com temperatura mantida em
37°C, e pH = 7,4. Na preparagdo desta solu¢do foram utilizados os seguintes sais: KCIl, NaCl,
MgCl,.6H>O0, glicose, bicarbonato de sodio, NaH>PO4.H>O e CaCl,.2H>O0.

ApOs eutanasia dos animais, fez-se uma incisdo no abdome para a identificagdo e remogao da
artéria mesentérica cranial, imediatamente transferida para a solugao de Tyrode. Em seguida a artéria
foi dissecada e seccionada em anéis de 2-5 mm de comprimento. Alguns dos anéis ja dissecados, livres
de tecido conectivo e adiposo, tiveram o endotélio removido por atrito mecanico entre as paredes
internas do vaso ¢ uma haste de metal. Cada anel foi imerso em cubas contendo 10 mL de solugao de
Tyrode, a 37°C e gaseificada com uma mistura carbogénica (95 % de Oz e 5 % de COz) para manter o
pH constante em 7,4. Os anéis foram suspensos por linhas de algoddo fixadas a um transdutor de for¢a
(DATAQ®, 2008, Insight, Brasil) acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados PowerLab™ (software
versdo 4.2, ADInstruments, MA, EUA), para que os registros das tensdes isométricas fossem obtidos.
Cada um dos anéis foi submetido a tensdo basal de 0,75 g por um periodo de estabilizacdo de 60
minutos. Durante este tempo, a solugdo de Tyrode foi trocada a cada 15 minutos prevenindo a
interferéncia de metabdlitos e a linha de base foi ajustada quando necessario. Mudancgas na tensao

isométrica foram captadas pelo sistema de aquisicdo LabChart Pro® (ADInstruments, Australia).

2.9 VERIFICACAO DA PRESENCA DE ENDOTELIO FUNCIONAL

Foi verificada a presenga de endotélio funcional através do relaxamento dos anéis pré-
contraidos com 10 mM fenilefrina (FEN, 10 M) com posterior adi¢do de 10 mM de acetilcolina (ACh
10 M). Os anéis que obtiveram relaxamento superior a 80% sobre a pré-contragdo com FEN foram
considerados com endotélio funcional (E+). Ja4 os anéis com relaxamento inferior a 10% foram
considerados sem endotélio funcional (E-). Para esse estudo foram utilizados anéis sem endotélio

funcional.

2.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE VASORRELAXANTE DO NDIBP E DO COMPLEXO DE
INCLUSAO NDIBP/HP-B-CD E NC CONTENDO NDIBP SOBRE TECIDO VASCULAR

O protocolo de avaliagdo da atividade vasorrelaxante induzida pelo complexo de inclusdo
NDIBP/HP-B-CD e NC contendo NDIBP foi realizado de acordo com Daiber et al. (2004). Apds o
periodo de estabilizagdo, foi induzida uma contragao com FEN (10 M) e concentragdes crescentes do

complexo (10%,3x10%,107,3x107,10%,3x10%,10°,3x 10 e 10* M) foram aplicadas de maneira
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cumulativa para a obten¢ao de uma curva concentragdo-resposta. A atividade vasorrelaxante do NDIBP
foi avaliada de acordo com 0 mesmo protocolo. O relaxamento foi expresso como percentagem reversa
da contracdo induzida pela FEN. Ap6s a obtengao das curvas concentracio-resposta, foram calculados
os valores de pD> (-log da CEso) e Emsax (efeito maximo) das curvas individuais. O relaxamento
induzido pelo NDIBP em anéis de artéria mesentérica foi comparado com o relaxamento dos anéis

induzido pelo complexo de inclusdo NDIBP/HP-B-CD e pela NC contendo o NDIBP.

2.10.1 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = EPM (erro padrao da média). Foram aplicados o
ANOVA Two-way e o Teste ¢ student para a analise estatistica e as diferencas foram consideradas
significantes quando p<0,05. O relaxamento foi expresso como percentagem reversa da contracio
induzida pela FEN e as curvas foram obtidas por regressdo nao-linear, por meio da qual obteve-se o

pD.. O programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism versio 6.00%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
3.1.1 Diagrama de Solubilidade em Fases

O diagrama de solubilidade em fases do NDIBP em HP-B-CD em soluc¢ao aquosa se comportou
como uma curva do tipo AL (Figura 1), por ter apresentado um crescimento linear na solubilidade do
NDIBP em func¢do das concentracdes crescentes de HP-B-CD. Baseado no diagrama obtido, foi

calculada a constante de estabilidade (KC) do complexo NDIBP/ HP-B-CD.

Figura 1 - Estudo do diagrama de solubilidade em fases.

CURVA DE SOLUBILIDADE EM FASES

200
y =0,4225x + 18,47{1._.
. 150 RZ = 019,659 ..... .
e o
% 100 e
a o . ol
Z 50 [ e
...... ®
]
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
HP-B-CD

Fonte: Autor

O interesse da KC ¢ caracterizar a interacdo molecular existente entre os constituintes do

complexo e sua viabilidade pratica (Aguiar et al., 2014; VEIGA, 2006). A KC do sistema NDIBP/HP-
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B-CD foi de 33,0 M-1, esse resultado esta de acordo com outros complexos de inclusao obtidos. Melo
et al. (2007), preparando um complexo de inclusdo nitrofurazona/HP-B-CD, determinaram a constante
de estabilidade de 14,9 M-1, por outro lado, Messner et al. (2011) determinaram a constante de
estabilidade do complexo hidrocortisona/ HP-B-CD como sendo 1450,0 M-1, indicando assim que a
for¢a de interagdo que ira ocorrer entra a molécula héspede e a HP-B-CD ¢é especifica, gerando
complexos de maior ou menor estabilidade. Complexos com baixos valores K¢ (inferiores a 200 M-1)
conduzem a uma liberagdo mais rapida do principio ativo, isso se dd pela menor afinidade existente
entre a molécula hospede e a HP-B-CD, j4 complexos de inclusdo que apresentam uma elevada Kc
(acima de 5000 M-1) apresentam um retardo na liberacao do principio ativo, dado pela alta afinidade
que ocorre entre a molécula héspede e a HP-B-CD.

Os resultados referentes ao diagrama de solubilidade em fases demonstraram que existe
interagdo entre o NDIBP e a HP-B-CD, através da utilizagdo da técnica de complexagdo foi possivel

aumentar a solubilidade em dgua do candidato a firmaco (NDIBP) 12,5 vezes.

3.1.2 Difragéo de Raios-X

A partir da anélise dos padroes de difra¢do, pode-se observar que a HP-B-CD possui estrutura
amorfa, ou ndo cristalina, como ja descrito anteriormente na literatura (SPAMER et al., 2002). A
analise de Raios-X da amostra do complexo, nos revelam que o complexo NDIBP/HP-B-CD apresenta
uma curva diferente da apresentada pela HP-B-CD livre (Figura 2). Essas diferencas nos padrdes de
difragdo podem ser decorrentes da formacdo do complexo de inclusdo, que geram alteragdes na
estrutura do HP-B-CD e isso leva a mudanga do padrdo da difragdo de raios-X. Esses resultados estdo
de acordo com outros relatados na literatura, nos quais se utiliza a HP-B-CD como hospedeira no
complexo de inclusdo, o0 mesmo padrao da matriz pura ¢ observado no complexo (Liu et al., 2006;
Zingone; Rubessa, 2005). Além disso, a HP-B-CD apresentou um padrdo de difragdo amorfo, sem a
presenca de picos cristalinos, onde pode-se observar dois halos de difragdo amplos em torno de 10 e

20°, que sdo caracteristicos dessas ciclodextrinas (Huang ef al., 2016; Qiu et al., 2014).
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Figura 2 - Difragdo de Raios-X, Intensidade do complexo de inclusdo e intensidade da molécula de HP-B-CD.

|—— Complexo_Inclusso
HP-B-CD

Intensidade

Fonte: Autor

3.1.3 Espectroscopia de Infravermelho

A HP-B-CD na sua forma livre e o complexo de inclusio NDIBP: HP-B-CD (na propor¢ao de
1:1) foram submetidos a espectroscopia na regido do infravermelho afim de se observar mudangas em
virtude da interagdo NDIBP/HP-B-CD. A Figura contendo os resultados da espectroscopia apresenta
as principais frequéncias de vibracdo do HP-B-CD e do complexo de inclusao.

Nas Figuras 3 e 4 ¢ possivel observar que o espectro da HP-B-CD revela absor¢des tipicas da
B-ciclodextrina (EGYED, 1990), a banda em 1155 cm-1 ¢ atribuida a vibragao do anel da piranose e
ao estiramento assimétrico das ligagdes glicosidicas, este assinalamento também ¢ observado para a
maioria dos sacarideos, em 3410 cm-1 ainda pode-se observar o estiramento referente ao grupo OH
(Egyed, 1990).

Nota-se uma diminui¢@o na intensidade da banda na regido de 3000 a 3500 cm—1 da HP-B-CD
livre em comparagdo ao complexo de inclusdo, esse fato pode ser explicado pela quebra de ligacdes
de hidrogénio apoés a interacdo da molécula em questdo com o NDIBP, em consequéncia da liberagao
da agua de inclusdo. Estas moléculas de 4gua ocupam normalmente a cavidade e sdo deslocadas
quando algum composto menos polar se aproxima da cavidade. Além disso, os picos da HP-B-CD livre,
assemelham-se aos do complexo NDIBP/HP-B-CD, o que denota um provavel encapsulamento
(Chaves et al, 2010). Além disso, os espectros referentes a HP-B-CD livre e o CI apresentaram
auséncia, deslocamento ou mudangas na intensidade de determinadas bandas de absor¢ao, sugerindo a

complexacdo do NDIBP pela CD (Garrido et al., 2018; Pan et al., 2017).
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Figura 3 — IV referente a molécula de HP-B-CD livre
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Figura 4 - IV referente ao complexo de inclusio NDIBP/ HP-B-CD
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3.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura

O MEV ¢ uma ferramenta que pode ser usado para observar interacdo entre moléculas, desde
que a mudanga na sua estrutura possa ser observada, alteragdes drasticas no formato, aspecto e tamanho
das particulas, sao fortes indicadores da complexacao de substancias em CDs (Lyra ef al., 2010; Qiu

et al.,2014). As andlises por MEV facilitaram a observagao dos cristais da amostra de HP-B-CD e do
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complexo de inclusdao entre o NDIBP: HP-B-CD. Na Figura 5, podemos observar alteracdes na
estrutura da HP-B-CD quando comparada ao complexo de inclusdo. Esta alteracdo indica que a
interagdo que ocorre entre 0 NDIBP e a HP-B-CD gera a mudanga da estrutura cristalina da HP-B-CD,
possivelmente devido a formagao do complexo de inclusdo (Moraes et al., 2007). Diversos autores
relataram que essas mudangas morfoldgicas que ocorrem sao indicativos da formagao dos complexos
de inclusdo, principalmente devido a intera¢ao entre o composto em estudo e a HP-B-CD (Wei et al.,

2017; Yao et al., 2014).

Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura. Imagens A e B representam a estrutura da HP-B-CD livre, ja as imagens C
e D representam a estrutura do complexo de inclusdo formado.

DEMat-UFRN 2016/08/03 09:46 NL D6.3 x200 500um DEMat-UFRN 2016/08/03 09:37 NL D6.2 x500 200 um

DEMatUFRN 201610803 1026 HL D44 x200 500um DEMatUFRN 20160803 10:21 HL D42 x1.0k 100um

Fonte: Autor

3.1.5 Caracteriza¢io das Nanocapsulas
3.1.5.1 Tamanho de Particula, Indice de Polidispersio, Potencial Zeta e pH

Inicialmente foram preparadas NC contendo o candidato a farmaco NDIBP e NC que foram
preparadas sem o incremento do NDIBP. Pardmetros como o tamanho de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e o pH das particulas, podem indicar a estabilidade da NC formulada em
suspensao. A Tabela 1 lista os valores medidos desses pardmetros para as NC preparadas contendo ou

nao o NDIBP.
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Tabela 1 - Valores de tamanho médio (nm), potencial zeta (mV) e polidispersdo (PDI) das suspensdes de nanocapsulas
poliméricas

Amostras Estabilidade Tamanho de Potencial Zeta PDI
(tempo) Particula
NDIBP - 7mg T 0 dias 191,93 nm -29,1 mV 0,116
NDIBP — 7mg T 30 dias 197,03 nm - 30,96 mV 0,125
NDIBP — 7mg T 90 dias 202,16 nm -21,63 mV 0,125

Fonte: autor

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que as suspensdes de NC poliméricas contendo
NDIBP ¢ as sem o farmaco apresentaram didmetro e indice de polidispersdo compativeis com
suspensoes coloidais (Guterres et al., 1995).

A partir da Tabela 1, € possivel observar que o didmetro médio de particula para as formulagdes
analisadas manteve-se praticamente constantes no periodo de zero a 150 dias, indicando que estas
formulagdes sdo estaveis quanto ao tamanho por pelo menos 150 dias, ndo havendo formagdo de
agregados que seriam evidenciados pelo aumento do tamanho de particula.

De acordo com Mohanraj e Chen (2006) valores de polidispersdo, que indicam a distribuig¢@o
de tamanho das NC, menores que 0,2 para suspensdes coloidais sdo ideias. Em relagao a polidispersao,
na Tabela 1 pode-se observar que as formulagdes, apresentam valores inferiores a 0,2 isso indica que
as formulagdes possuem uma distribuicdo de tamanho aceitavel. Grandes variagdes do valor de
polidispersdo em funcao do tempo podem indicar formagao de agregados (Mohanraj; Chen, 2006). Na
Tabela 1, foram observadas pequenas variagdes de polidispersao para todas as formulagdes em fungao
do tempo, mostrando assim que as formulagdes possuem uma estabilidade adequada. Dessa forma, de
acordo com a literatura, os resultados indicam a formagao de sistemas monodispersos € com sucesso
de producao (Balest, 2013).

Os valores de potencial zeta das formulagdes indicam uma boa estabilidade em suspensdo, uma
vez que os valores foram proximos a -30 mV, valores estes que indicam uma boa estabilidade coloidal
devido a uma repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas, sendo assim as nanoparticulas tendem a
ndo se agregar. Nanoparticulas com valores de potencial zeta de aproximadamente (+) 30 mV sdo mais

estaveis em suspensao (Camargo ef al., 2023; Mohanraj; Chen, 2006).
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Tabela 2 - pH das nanocépsulas contendo NDIBP e sem o composto

Tempo NC — NDIBP NC — Sem NDIBP
(7 mg)
T 0 dias 5,55 3,23
T 7 dias 5,51 3,22
T 15 dias 5,46 3,40
T 30 dias 5,44 3,30

Fonte: Autor

O ultimo parametro de estabilidade investigado das NC foi o pH. A Tabela 2 apresenta o
comportamento do pH das formulagdes de NC e contendo NDIBP em fung¢do do tempo. A analise do
pH em funcdo do tempo é importante para assegurar a estabilidade das suspensdes de NC, pois a
alteracdo de pH pode indicar degradacdo do polimero. Este fato se deve a hidrélise do polimero,
liberando alguns de seus componentes (Schaffazick et al., 2003). Em todas as formulagdes observou-
se variacdes nos valores de pH em fung¢ao do tempo, essas variagdes podem estar associadas a
degradagdo do polimero produzindo acido latico livre causando diminui¢do de pH (Guterres et al.,

1995).

3.2 EFICIENCIA DE ASSOCIACAO DE NDIBP EM NC POLIMERICAS
3.2.1 Bioensaios das Nanocapsula contendo NDIBP como Agente Antiflingico

O teste de suscetibilidade com Candida albicans 60193 pelo método de microdilui¢do em
caldo, revelou que a nanocapsula contendo o NDIBP apresenta atividade biocida quando incubada no
meio contendo as leveduras, essa acdo foi pode ser obtida apds um periodo de 48 horas. Os resultados
da anélise podem ser observados na Figura 6. Para determinag¢do do teste de suscetibilidade foi
utilizado o teste de microdiluicdo que estd de acordo com o protocolo empregado pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Barry et al., 2000).
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Figura 6 - Método de microdilui¢do em caldo Sabouraud, avalia¢do da atividade da nanocapsula contendo NDIBP sobre a

1] [2] [3] [4]
1t 1t 1

Candida albicans ATCC 60193.

| =] [Slal &>

Fonte: Autor

No periodo de 24 horas apds a incubagao da nanocapsula ao meio, linha B, a levedura cresceu
em todos os pogos com diferentes concentragdes de nanocapsula, indicando que a linhagem
leveduriforme continuava viavel. Passado um periodo de 48 horas da incubagdo da nanocapsula
contendo NDIBP, ndo foi visualizado crescimento do microrganismo nos poc¢os, esse resultado pode
ser visto na linha C, das colunas 1 a 4, mostrando assim, que todas as concentragdes de nanocéapsula
adicionadas aos pocos foram capazes de inibir o crescimento da Candida albicans. O resultado da
linha D, referente ao periodo de 72 horas da incubac¢ao da nanocapsula contendo o candidato a farmaco,
foi similar aos apresentados na linha C. Revelando assim, que ndo houve o crescimento apods a
passagem desse periodo.

A partir dos resultados, nao foi possivel definir se o NDIBP nanoencapsulado possuia uma
atividade biocida ou bioestatica em relagdo a levedura Candida albicans ATCC 60193, ja que foi
observado o crescimento do microrganismo no periodo de 24 horas, ndo se repetindo nas analises
posteriores. Visando avaliar qual efeito que a nanocépsula contendo o NDIBP causava a levedura,
novos ensaios foram realizados, onde 10 pL foi retirado dos pogos contendo a maior concentracao de
NC nos periodos de 24, 48 e 72 horas, ou seja, uma aliquota foi retirada dos pocos 1-B, 1-C e 1-D e
transferidos para um meio de cultura novo, para assim avaliarmos o crescimento da levedura, o

resultado pode ser observado na Figura 7.

\

Multidisciplinary Perspectives: Integrating Knowledge

Preparacgdo e caracterizagdo de nanocapsulas contendo 2-nitrato-1,3-diisobutoxipropano (NDIBP) e complexos de inclusao

NDIBP/ciclodextrina



Figura 7 - Avaliagdo da viabilidade de Candida albicans ATCC 60193 ap6s 72 horas da incubag@o na nanocapsula contendo
NDIBP

CONTROLE
‘ 24 HORAS I ‘ 48 HORAS l ‘ 72 HORAS ‘ DE COR

Fonte: Autor

Através do resultado obtido nesse teste, foi observado que a levedura ndo cresceu nos pogos,
sugerindo assim, que a nanocapsula contendo o NDIBP possui atividade biocida em relagdo a levedura
Candida albicans ATCC 60193. Provavelmente, no periodo de 24 horas a matriz polimérica, que forma
a nanocapsula, ndo degradou e dessa forma o NDIBP ndo estava disponivel no meio, isso pode explicar
o porqué do crescimento da levedura nos pogos referentes ao periodo de 24 horas, linha A. Ja com 48
horas, ndo foi observado o crescimento do microrganismo, sugerindo assim que passado esse tempo a
matriz polimérica, que forma e da estrutura a nanocépsula, sofreu degradagdo e promoveu a liberacao

do NDIBP no meio.

3.2.2 Vasorrelaxamento em Artéria Mesentérica Induzido pelo Complexo de Inclusdo
NDIBP/HP-B-CD e por NC contendo NDIBP

Em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar Kyoto sem endotélio funcional
e pré-contraidos com FEN (10uM), concentracdes crescentes do 2-nitrato-1,3-diisobutoxipropano (10
8 _10"*M) promoveram vasorrelaxamento concentra¢io dependente (Emax = 104,6 +3/7,5+0,1) como
demonstrado na Figura 8. Sugerindo dessa forma que o NDIBP ¢ um composto com potencial efeito
vasodilatador. Em anéis de artéria mesentérica sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN
(10uM), concentragdes crescentes do 2-nitrato-1,3-diisobutoxipropano (10 — 10* M) + hidroxipropil-
B-ciclodextrina (complexo de inclusdo) também promoveram vasorrelaxamento concentracao
dependente (Emax = 110,1 + 7/ 7,2 + 0,1). O resultado evidencia que a complexa¢do do NDIBP pela

molécula HP-B-CD nao interfere no efeito vasorrelaxante provocado pelo composto.
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Figura 8 — Atividade vasorrelaxante do complexo de inclusdo e do NDIBP (10 a 3x10* M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (10 uM) sem endotélio funcional. O efeito foi avaliado em tecido vascular
(n=6). jmédia +e.p.m|

0 —e— NDIBP

@ 20 Emax=1046+3 %
= pD2=7,5+0,1
o 40
S 60- -2 NDIBP + HPbCD
£ Emax=110,1+7 %
g 80 pD2=72+0,1
@ 100 —a HPbCD
o Emax= 33,1+ 7 %"

120 pD2= 5,8 + 0,2

-‘IIZ -1|1 -1|0 -|9 -|8 -I? -Iﬁ 5 -4 -3
NDIBP [log]

Fonte: Autor

Em anéis de artéria mesentérica sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (10uM),
concentragdes crescentes do 2-nitrato-1,3-diisobutoxipropano (10®* — 10* M) nanoencapsuladas
também promoveram vasorrelaxamento concentracdo dependente (Emax = 103,54 + 5,8/ 5,52 £ 0,13),
o resultado pode ser observado na Figura 9. A partir da analise do grafico podemos observar que a
nanocapsula sem o composto (veiculo) ndo interferiu no relaxamento da artéria mesentérica, iSso
comprova que os constituintes que formam as NC ndo tém potencial vasorrelaxante e o efeito que

vemos relacionado ao NDIBP nanoencapsulado se deu pela agao do NDIBP liberado pela nanocépsula.

Figura 9 - Atividade vasorrelaxante das nanocapsulas contendo NDIBP (10-8 a 3x10-4 M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (10 uM) sem endotélio funcional. O efeito foi avaliado em tecido vascular
(n=4). Valores expressos por média + e.p.m.
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Fonte: Autor (2017).
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Resultados semelhantes de Emax € pD2 foram observados por Franca-Silva et al. (2012), quando
avaliaram o efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica na auséncia de endotélio funcional
de nitratos organicos derivados da glicerina. Os valores do NDIBP, assim como valores de outros

nitratos organicos podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores (%) de Emax e pD2 referentes ao efeito vasorrelaxador do NDIBP e de outros nitratos orgénicos
derivados da glicerina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidas com FEN, na auséncia de
endotélio funcional

COMPOSTO E,prt SEM pD: £ SEM
NDIBP 1046 £ 3,0 75201
NDMP 93,8+ 11,7 4,4 +0,07
NDEP 108,8 % 5,4 4,8+0,06
NDPP 111,14 8,5 5,4 +0,08
NDBP 105,4 % 2,7 5,9 + 0,06

Fonte: Adaptado de Franca-Silva et al. (2012)

As NC poliméricas contendo o NDIBP, foram utilizadas nos experimentos in vitro, referentes
a avaliacdo do vasorrelaxamento em artéria mesentérica, sem a adicdo do agente diluente
Cremophor(R), que ¢ um surfactante nao-idnico derivado do 6leo de castor, que ¢ um 6leo obtido das
sementes de Ricinus communis. O Cremophor® vem sendo utilizado na solubilizacdo de uma série de
drogas de carater hidrofobico, incluindo sedativos, anestésicos e drogas anticancer (Zuylen et al.,
2001).

Alguns efeitos adversos do Cremophor® vem sendo observados na clinica médica, um exemplo
¢ a reagdo de hipersensibilidade aguda, que ¢ caracterizada por dispneia, taquicardia e hipotensao
(Gelderblomm et al., 2001), também apresenta acdo no endotélio, causando vasodilatacdo (Singla et
al., 2002). Dessa forma esse composto pode interferir em resultados experimentais, se ndo for utilizado
nas concentragdes ideais para ndo apresentar efeitos.

Além de apresentar efeitos adversos indesejados, o Cremophor® também pode alterar
resultados de experimentos in vitro, por esses motivos a busca por diluentes ou carreadores inertes de
drogas que possuem caracteristicas hidrofobicas vem crescendo. Nos resultados mostrados acima
podemos observar que as NC serviram de carreadores para o NDIBP e ndo interferiram em sua acao,
visto que o relaxamento da artéria mesentérica teve um Emax de 103,5+ 5,8 %. Sugerindo assim que
essa estratégia pode ser uma saida para encapsulagdo de drogas hidrofobicas que atualmente vem sendo

diluidas em Cremophor®.

4 CONCLUSOES
O presente trabalho mostrou evidéncias da complexacdo do NDIBP pela molécula de HP-§3-

CD, as analises realizadas a partir dos dados obtidos por métodos como a difracdo de Raios-X,
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espectroscopia de infravermelho e a microscopia eletronica de varredura nos mostram as alteragdes
sofridas pelo composto da HP-B-CD evidenciam que a complexagdo de fato aconteceu. A complexacao
promove uma melhoria na solubilidade do NDIBP na ordem de 12,5 vezes.

Considerando os resultados gerados pelas NC poliméricas contendo o NDIBP, as anélises
realizadas a partir dos dados obtidos por métodos como espectroscopia de autocorrelacdo de fétons
nos mostram as alteragdes sofridas pelas amostras de NC ao longo do tempo e evidenciam que as
nanoparticulas possuem uma boa estabilidade. O mesmo foi confirmado pelas analises de potencial de
superficie e polidispersibilidade.

A nanocépsula contendo o NDIBP se mostrou eficiente nos ensaios bioldgicos com Candida
albicans ATCC 60193, o trabalho sugere com base nos resultados apresentados que composto
apresentou um potencial biocida quando inoculados com a levedura em caldo Sabouraud.

O NDIBP apresentou efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
ratos Wistar Kyoto sem endotélio funcional. O efeito vasorrelaxante foi observado tanto no complexo
de inclusao NDIBP/HP-B-CD quanto nas NC contendo o NDIBP.

O NDIBP encapsulado em NC apresentou efeitos altamente relevantes nos resultados de
vasorrelaxamento, visto que, ndo foi necessaria a dilui¢do do NDIBP em Cremophor®. Fator esse que
ressalta a importancia da formulacdo, j4 que possibilitou a realizagdo de experimentos in vitro sem a

utilizagdo do Cremophor®, diluente que possui caracteristicas toxicas.
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