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Prefacio

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacétratada capazes de vetorizar o
farmaco para um sitio ou 6rgao especifico tem ahdo de inUmeras pesquisas. Nosso grupo de
pesquisa vem atuando intensamente no desenvolanmmtnovos sistemas de liberacao
controlada de farmacos destinados a administragéo \pa oral, devido aos importantes e
evidentes beneficios que esta via de administrpgde agregar ao desempenho de inUmeros
farmacos destinados ao tratamento de diversasop&s) locais e sistémicas. A utilizacdo de
polissacarideos naturais como a goma gelana (&3eetina (P), bem como de suas misturas,
associada a modificacdes quimicas e/ou fisicaeslggdimeros tem permitido a obtencéo de
materiais inovadores com uma ampla faixa de prdades fisico-quimicas, as quais podem ser
moduladas de acordo com necessidades terapéugmasfecas.

Dentro deste contexto, este trabalho representa uoominuidade do trabalho
desenvolvido durante o mestrado da autora, o @saltou em importantes avangos acerca da
compreensao das propriedades fisico-quimicas demsis multiparticulados obtidos com
misturas de GG:P, bem como da correlagcdo com suasigdades de liberagcdo do farmaco
encapsulado.

No presente trabalho, tais misturas foram expl&gmaa a obtencdo de sistemas em
ambas as escalas micro e nanométricas, buscama@galucdo do conhecimento adquirido,
bem como as possibilidades de modulacdo das pdapies desses sistemas para a veiculacao
do resveratrol, um farmaco com propriedade antantiel promissora para a prevencao e
tratamento de doencas que acometem a regido dstabhto gastrintestinal, como o cancer
coldnico.

A presente tese esta dividida em capitulos, a fenfatilitar a apresentacdo e a
compreensao do contetdo.

No Capitulo | sdo apresentados os estudos comrsiiEsepoliméricas de GG e P, bem
como os estudos com hidrogéis obtidos através taaulegdo ibnica ou idnica/covalente das
misturas desses polissacarideos empregando cldeetduminio (AICY) e glutaraldeido. O
capitulo compreende a caracterizacao fisico-quinga foi uma ferramenta fundamental para
a compreensdo e correlacdo com as propriedadesistesnas micro e nanoestruturados
explorados posteriormente.

No Capitulo Il séo apresentados os estudos inip&is o delineamento de microesferas
duplamente reticuladas de GG:P a partir de um jalarento fatorial saturado™2 O capitulo
contém resultados referentes a oito diferentesutaipdes de microesferas e abrange a analise

exploratoria inicial dos efeitos de diversas vagidycomo concentracdo de polimeros, farmaco,




agentes reticulantes, tempo de reticulacdo e pgépgpolimérica sobre algumas respostas de
interesse, como tamanho, forma e liberacdo em @&do, com o intuito de selecionar os
fatores mais determinantes para as caracteristixsasiicroesferas.

O Capitulo I1ll, em continuidade aos estudos dasaugferas, apresenta os resultados
referentes a um planejamento fatorial complét@dn ponto central, no qual se avaliou um
menor numero de fatores, selecionados previameat&lo eles a proporgcdo polimérica e as
concentracdes de agentes reticulantes e farmaitm de avaliar a significancia dos efeitos
principais e efeitos de interacdo entre as vamsawgbre respostas como eficiéncia de
encapsulacdo, erosédo e liberacdo em meio acidmitpeto a otimizacdo do sistema. As
microesferas mais promissoras para a liberacamical@o resveratrol foram entdo avaliadas
quanto a citotoxicidade, e a permeabilidade do d&orfoi estudada em modelimsvitro e ex
Vivo.

O Capitulo IV é destinado em especial ao desenwelio e ao estudo das
nanoparticulas de GG:P, que foram obtidas porfgeledio ionotrépica empregando ou nédo a
nebulizacdo. Neste capitulo, empregou-se um plaregjep fatorial do tipo composto central e
foram avaliadas as caracteristicas de tamanhon@atezeta, perfil de liberagcdo do farmaco,
citotoxicidade e a permeabilidade intestinal, tamleén modelo# vitro e ex vivo

No Capitulo V sdo apresentados os dados referaatdssenvolvimento e validacdo das
metodologias analiticas utilizadas na quantificag@aesveratrol por espectrofotometria UV-

VIS e por cromatografia liquida de alta eficiéncia.




Capitulo I — Dispersoes poliméricas e hidrogéis de goma gelana e pectina




Capitulo 1

Resumo

A goma gelana (GG) e a pectina (P) sdo polissamasidaturais que encontram diversas
aplicacbes na area farmacéutica. Ambas podem fohthiogéis capazes de controlar a
liberacdo de farmacos e serem utilizadas na oltededsistemas carreadores para serem
administrados por diferentes vias de administrapadjcularmente a via oral. O objetivo do
presente estudo foi a caracterizacdo de dispet#€XG e P isoladas e de hidrogéis de GG:P
quanto a propriedades fisico-quimicas, mecanicasokgicas. Os hidrogéis foram obtidos
atraves da reticulacao idnica ou i6nica/covalentpregando AlG] e glutaraldeido. Dispersdes
de GG e de P foram avaliadas quanto a citotoxieidiaigstinain vitro, empregando o teste do
MTT e linhagens de células Caco-2 e HT29-MTX. Avaise o potencial zeta (PZ) em fungéo
do pH do meio e da concentracdo de polimeros e ssanaolecular (MM) dos polimeros
através da técnica de espalhamento de luz estétscpropriedades mecanicas dos hidrogéis
(dureza, elasticidade, forca do gel, coesividaddesividade) foram avaliadas em texturGmetro.
As propriedades reoldgicas em termos de G’ (moéeldstico), G” (modulo viscoso) g*
(viscosidade complexa) foram avaliadas em rebneetralensidade de reticulacdo dos hidrogéis
foi determinada. Os polissacarideos isolados api@sen um comportamento ndo citotoxico
para ambas as linhagens celulares. O comportarpetiependente do PZ foi evidenciado e as
dispersdes de P apresentaram invariavelmente maimidade de carga que as de GG. A GG
apresentou MM de 116+20 kDa e a P de 383+22 kDahi@®mgeéis de GG:P (1:1 e 4:1)
apresentaram propriedades mecanicas e reologteaseaite dependentes de suas composicoes,
variando conforme o grau de reticulacdo e a pr@moolimérica. Os resultados de TPA
demonstraram que a propor¢ao G:P e o tipo de l&t&o promoveram mudancgas significativas
nas matrizes poliméricas, sendo que os hidrogdts 431 apresentaram maiores valores de
dureza, elasticidade, coesividade e adesividadkspandentemente do grau de reticulacéo.
Também foi observado que nesta proporcao (4:1)pkadeticulacdo promoveu a formacao de
estruturas mais fortes. Os hidrogéis reticuladogsgmtaram comportamento viscoelastico,
com predominéancia de G’ sobre G”, evidenciandoredpminio do comportamento elastico.
Os valores deesisténcia do ge{S) e os expoentes viscoelastichy apresentados pelos
hidrogéis duplamente reticulados indicam que a c@&$@0 entre a reticulacdo ibnica e
covalente originou redes mais fortes e mais rettas. Os resultados obtidos neste capitulo
servem como base para o desenvolvimento racionaisiemas de liberagdo baseados em
misturas de GG:P, bem como para uma maior comg@eettscomportamento apresentado por

estes sistemas frente a alguns experimentos.

Palavras-chave:goma gelana, pectina, hidrogéis, propriedades mess reologia.




Capitulo 1

Abstract

Gellan gum (GG) and pectin (P) are natural polysaddes that find several
applications in the pharmaceutical field. Both ¢arm hydrogels capable of controlling drug
release and can be used to obtain delivery systerbe administered by different routes of
administration, particularly the oral route. Thenasf the present work was the characterization
of isolated GG and P dispersions and GG:P hydrogsdgrding their physicochemical,
mechanical and rheological properties. Hydrogelseevpeepared through ionic or ionic/covalent
crosslinking, using AlGland glutaraldehyde. GG and P dispersions weraiatal regarding
theirin vitro intestinal cytotoxicity, employing the MTT assaydaCaco-2 and HT29-MTX cell
lines. The zeta potential (ZP) was evaluated, waryihe pH of the media and polymer
concentrations, and polymers molecular weight (Mwas determined by static light scattering.
The hydrogels mechanical properties (hardnessti@tgs gel strength, cohesiveness and
adhesiveness) were evaluated in a texture analyter.rheological properties G’ (storage
modulus), G” (loss modulus) amd (complex viscosity) were evaluated in a rheomeded the
degree of crosslinking of the hydrogels was deteeahi Isolated polysaccharides presented a
non-cytotoxic behavior for both cell lines. The piEpendent behavior of the ZP was evidenced
and dispersions of P presented invariably highergd density than GG dispersions. GG
presented a Mw of 116+20 kDa and P of 383+22 ke fAydrogels prepared through ionic or
ionic/covalent crosslinking of GG:P (1:1 and 4:lispersions presented rheological and
mechanical properties highly dependent on their pmsiions, varying according to the
crosslinking degree and the polymer ratio. TPA Itesshowed that G:P ratio and type of
crosslinking promoted significant changes in polyimenatrixes, and hydrogels form G:P 4:1
ratio presented higher values of hardness, elgstamhesiveness and adhesiveness, regardless
of the crosslinking degree. It was also observed ih this ratio (4:1), the dual crosslinking
originated stronger structures. Crosslinked hydsogeesented viscoelastic behavior, with
predominance of G’ over G”, evidencing the predoamice of an elastic behavior. The values
of gel strength$) and the viscoelastic exponents presented by dual-crosslinked hydrogels
indicate that the association of ionic and covalergsslinking led to stronger and more
crosslinked networks. The results obtained in tthapter serve as a basis for the rational
development of delivery systems based on GG:P bleasglwell as for the understanding of the

behavior presented by these systems.

Keywords: gellan gum, pectin, hydrogels, mechanical propsytiheology.
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Capitulo 1

1 INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo controlada de farmaco€HPBlsdo importantes sistemas
utilizados na terapia moderna devido as vantageesapresentam em relacdo aos sistemas
convencionais. Além do controle temporal da libé@cagode-se alcancar o controle espacial,
que permite a vetorizacdo do farmaco para um oogaiecido alvo, em quantidade suficiente
para o efeito farmacoldgico esperado. Assim, dosesores podem ser administradas e os
efeitos adversos em tecidos saudaveis podem serided (WILCZEWSKAet al, 2012).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo codaoiaovadores que permitam a
modulacao das taxas de liberacdo de acordo comnssidades terapéuticas especificas constitui
um importante objeto de estudo na area farmacéWiesse contexto, as matrizes hidrofilicas
para administracao oral despertam particular iegerepois estas podem ser delineadas a partir
da mistura de diferentes polimeros, modificados@a, a fim de se alcancar um sistema que
agregue um conjunto de propriedades favoraveis asendpenho desejado, como
intumescimento, erosdo e/ou dissolucao, favorecandocinética de liberagdo promissora para
o efeito farmacologico esperado. Dessa forma, to &d um sistema de liberacdo dependera,
dentre outros fatores, de suas caracteristicams$isdo modo de obtencdo e das caracteristicas
fisico-quimicas dos polimeros que influenciaracetdimente o controle e o mecanismo de
liberacdo do farmaco veiculado (LOPESal, 2005).

Ha um interesse crescente na utilizacdo de polsneaturais e técnicas de obtencao
relativamente simples que empreguem condicdes oregisi amenas, como a geleificacao
ionotropica, na obtencdo de sistemas carreadord&ra@cos. Dentre os polimeros naturais,
alginato, quitosana, goma gelana, pectina, entfuém sido amplamente empregados para
encapsulacado de farmacos por essa técnica. Edieketpdlitos naturais apresentam grupos
funcionais carregados positiva ou negativamenteass de interagir com ions de carga oposta
levando a geleificacdo por reticulacdo. Além deapeualarem o farmaco, estes polimeros ainda
podem atuar como controladores das taxas de lé@réATIL et al, 2012; BONIlet al,
2015).

A goma gelana (GG) é um polissacarideo microbiahtido comercialmente através da
fermentacdo aerObia da bactérlgphingomonas elodeacapaz de formar hidrogéis
termorreversiveis (PATILet al, 2012; OSMALEK et al, 2014). Seu uso em produtos
alimenticios e farmacéuticos vem sendo amplameniplomdo devido a sua
biocompatibilidade, bem como a habilidade de forméis. Sua estrutura é composta de

unidades repetidas do tetrassacarifleh3-D-glicose,3-1,4-D-acido glucurdnicof-1,4-D-
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glicose eoa-1,4-L-ramnose (CHANDRASEKARAN et al., 1988; GIAVAS et al., 2000;
OSMALEK et al., 2014). As propriedades especifidas geleificacdo deste polimero em
diferentes meios atraem atencéo para o uso em 3gDHp descrita como um potente aditivo
multifuncional para uso farmacéutico, com propréEamucoadesivas, e vem sendo explorada
em diversos sistemas para administracao por diegenas, como oral (KUB@t al, 2003;
BONI et al, 2015), oftdlmica (SANZGIRet al, 1993), nasal (CA@t al, 2009), dentre outras
(MIYAZAKI et al, 1999; NARKARet al, 2010; OSMALEKet al, 2014).

A pectina (P) € um polissacarideo natural encoatexd diversas espécies vegetais,
principalmente na parede celular, podendo seriégtide tecidos frescos ou secos de frutas ou
vegetais através de diversos processos extralBOBTO-MAIOR et al, 2010; MUNARIN et
al., 2012). Pela capacidade de geleificacdo, € amplamnpregada como agente espessante,
estabilizante e geleificante pela industria alir@at(FISSOREet al, 2013), e atrai grande
atencao para uso farmacéutico na obtencéo de aistdenliberacdo controlada de farmacos, na
cicatrizacdo de feridas e na engenharia de tecldbs et al, 2004; BIGUCClet al, 2009;
MUNARIN et al, 2012). Sua estrutura é formada por diferentesimios) com alternancia
entre regibes lineares de homogalacturonana, e0e®gialtamente ramificadas de
ramnogalacturonana | e Il (SCHOLS e VORAGEN, 199®%CKEN et al, 2003; MOHNEN,
2008; MUNARIN et al, 2012)

A propriedade de formar hidrogéis e a mucoadesiddpie apresentam, tornam a GG e
a P materiais promissores para o delineamento @SR natureza hidrofilica e a estrutura
tridimensional da rede formada auxiliam na encagsid e na modulacdo das taxas de
liberacdo do farmaco e a mucoadesdo permite a sragéid do sistema por periodos mais
prolongados em contato mais efetivo com o sitialgorcdo do farmaco (NARKARt al,
2010).

O uso de polissacarideos naturais, bem como densgagas, associado a modificagdo
quimica ou fisica desses materiais por reacdestiellacdo ou retrogradacéo tem sido alvo de
inUmeras pesquisas do nosso grupo (CWR¥l, 2009a; CURYet al, 2009b; CARBINATTO
et al, 2012; PREZOTTIet al, 2012; SOARESet al, 2013; CARBINATTOet al, 2014;
MENEGUIN et al, 2014; PREZOTTEt al, 2014; BONIlet al, 2015; CARBINATTOet al,
2016; RIBEIROet al, 2016; CARDOSCet al, 2017; MENEGUINet al, 2017), uma vez que
sistemas baseados em um Unico polissacarideo nweitas ndo permitem a liberacdo sitio-
especifica de maneira eficiente (SHUKLA e TIWAR)12).

A mistura de dois ou mais polimeros, aliada a ncaljbes fisicas e/ou quimicas,
elimina alguns inconvenientes do uso de polimesosdos, e possibilita o0 sistema ultrapassar
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algumas barreiras que a administracao oral imp8e&sa€F, como a ampla variacéo de pH e o
tempo de transito variavel (SHUKLA e TIWARI, 2012).

Neste trabalho, dispersdes de GG e P foram carttas e empregadas na obtencéo de
hidrogéis através da reticulacdo i6nica ou iGnmadtente, empregando AlCE glutaraldeido
como agentes reticulantes. Os hidrogéis desenwsviberam suas propriedades mecanicas
avaliadas através de analises de TPA e reologsmresnltados servirdo como base para uma
maior compreensao do comportamento dos sistemas micanoestruturados a serem obtidos

em etapas futuras.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Polissacarideos e hidrogéis

Polimeros sdo macromoléculas compostas por divensaades ligadas entre si, 0s
mondmeros. Os polissacarideos ou carboidratos s@polimeros constituidos de
monossacarideos, idénticos ou ndo, que estdo uedes si através das ligacdes glicosidicas,
originando cadeias lineares ou ramificadas. A didade de estruturas dos polissacarideos é
dependente da sua origem, bastante diversificaula, gpdem ser obtidos a partir de algas,
fungos, bactérias, plantas ou animais (ZO&@l, 2012).

Hidrogéis sao redes reticuladas de polimeros hlaad, que possuem a capacidade de
absorver grandes quantidades de &gua, e consemeetde intumescerem, mantendo a
estrutura tridimensional, na qual é possivel ino@p grandes quantidades de farmaco. A
liberacdo do farmaco a partir desses hidrogéis pmitecontrolada através de diferentes
mecanismos, 0 que torna esses sistemas matrioigisqiais carreadores de farmacos (PEPPAS
et al, 2000; GUPTAet al, 2002; COVIELLOEet al, 2005).

O uso comercial dos hidrogéis abrange a producdlerdes de contato, produtos de
higiene e curativos para feridas, poréem a semethaogm o0s tecidos vivos e a
biocompatibilidade que apresentam despertam grantesse para aplicacbes na area
biomédica, como a engenharia de tecidos, e nafame@céutica, para o desenvolvimento de
sistemas de liberagdo de farmacos, proteinas ddpept (CALO e KHUTORYANSKIY,
2015).

Os hidrogéis podem ser obtidos a partir de polisaidrofilicos naturais ou sintéticos,
fisica ou quimicamente reticulados (CALO e KHUTORN®KIY, 2015). A reticulagdo deve
ocorrer para evitar que cadeias dos polimeros filidos que comp&em o sistema se dissolvam
guando em contato com o meio aquoso (HENNINK e WADISTRUM, 2012). A reticulacao
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guimica insere pontos de juncdes entre as cadelimsépicas, através da formacéao de ligacdes
ibnicas ou covalentes, j& a reticulacao fisicaioaigim alto grau de enovelamento das cadeias,
(Figura 1). Dessa maneira, diversas combinacfe® @uiimeros e reticulantes podem ser
empregadas na obtencdo de hidrogéis, capazes em seodulados para responderem a
diferentes estimulos fisiologicos e liberarem o cenieldo de maneira controlada (PEPRAS
al., 2000; GUPTAet al, 2002; MARTINEZ-RUVALCABA et al, 2007).

Figura 1: Representacdo esquematica da obtenc&o de hidrogéis

Reticulacdo

Polimeros hidrofilicos
* Quimica
\_/\/\/ ligagdes idnicas
/ Agente reticulante
/\/\/\A ligagdes covalentes
Naturais
4 HIDROGEIS
v * .
\/\/\/\ - Cadeias enoveladas - Sistemas de
/\/\/\/ * Fisica liberagdo de farmacos
Sintéticos

O termo smart hydrogelsvem sendo amplamente adotado para designar [éigrog
capazes de responder a certos estimulos que mefamsecondicdes peculiares de um
determinado sitio, como pH, forga idnica, tempeeatou conteddo enzimatico, ocasionando
mudancas quimicas ou fisicas no sistema que levdilbedacdo do farmaco encapsulado
(GUPTA et al, 2002). Um exemplo é o intumescimento pH-depemdamh que a variacdo do
pH do meio bioldgico promove absorcdo de liquidmesequente intumescimento, permitindo

uma alteracéo estrutural, que inicia a liberagataduoaco.

2.1.1 Propriedades mecéanicas dos hidrogéis

A analise do perfil de textura (do inglés TPAexture Profile Analys)s realizada em
texturémetro, permite determinar propriedades meaarde diferentes tipos de produtos e tem
sido muito empregada pela industria farmacéuticea @malises de formas farmacéuticas
semissolidas, como os hidrogéis (LAéi al, 2000). Além disso, esta técnica é capaz de
fornecer dados importantes a respeito da adeswidhbd sistema, podendo ser um teste
complementar para o estudo e caracterizacdo @ensistbioadesivos (TAMBURIC e CRAIG,
1997).
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Estes testes permitem avaliar um conjunto de aafatitas relativas a estrutura
molecular e as propriedades mecéanicas do matstiaiado, como, por exemplo, viscosidade,
espalhabilidade, dureza, coesividade, adesividiadre outras (SZCZESNIAK, 2002).

Durante a analise, os hidrogéis sdo submetidos i® @olos de compressdo. No
primeiro, a probe cilindrica do equipamento, aceatar a superficie do gel, penetra a amostra
até a distancia padronizada, e, apds atingir es@ndia, retorna a superficie do gel,
permanecendo estatica durante um intervalo de tdampbém padronizado. Em seguida, se
inicia a segunda compresséo, percorrendo a mesténcia e entdo o teste é finalizado com o
retorno da probe até o seu ponto de partida (JONBE 1996).

Os dados processados suftwareTexture Exponent Lite (Stable Micro Systems) geram
um gréfico da for¢caersustempo (Figura 2), a partir do qual podem ser é&kbsae calculados

parametros como dureza, adesividade e coesividad&ge outros.

Figura 2. Representacdo esquemética de um grafico tipictorda versustempo obtido
durante a andlise em texturémetro TA-XT PBluStable Micro Systems) (adaptado de
SZCZESNIAK, 2002).

12 compressdo 22 compressdo

Fl Area 2

Fng, &— Dureza

* Coesividade =

Area 1

* Adesividade = Area 3

1° ciclo 2° ciclo

Durante os ciclos de compressdo da amostra, a famgeenta, até atingir um valor
maximo. A forca maxima obtida durante a primeirenpeessao do teste corresponde a dureza
(hardnesy muitas vezes também denominada de firmeza docgaforme demonstrado na
Figura 2 (PONS e FISZMAN, 1996). Dessa forma, quamaior essa for¢ca, mais firme é o gel.
Entretanto, ap0s atingir esse valor maximo, a foegaindicando a ruptura do gel.

A distancia percorrida pela probe até atingir gdanaxima do primeiro ciclo, ponto em
gue ocorre quebra da estrutura do gel, indica stiegidade do geldel elasticity. Pequenas
distancias de penetracdo da probe antes da ruptlicam um gel pouco elastico, quebradico
(brittle), enquanto grandes distancias indicam géis massieds (PONS e FISZMAN, 1996).
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No estagio inicial da primeira compresséo, antesaporra ruptura do gel, portanto em
uma situacdo de pouca deformacédo, pode-se medirca éxercida pela probe a uma dada
distanciax (mm), que corresponde a forca do gl (strength (PONS e FISZMAN, 1996).

Ja a coesividade € um parametro que pode seraddcal partir da razdo entre as areas
positivas do segundo e do primeiro ciclo de congd@resrepresentadas pelas areas 2 e 1 da
Figura 2, respectivamente, e esta relacionada sdiorgas internas do gel, pois mede o grau de
dificuldade para romper a estrutura interna (FRIEEDMet al, 1963; LAU et al, 2000).
Quanto mais semelhantes forem as areas 1 e 2cosss sera o gel.

A adesividade € o trabalho requerido para supserésraas de atragdo entre a superficie
da probe e a amostra, no momento em que estaradeetda amostra, apdés a primeira
compressdo, e é calculada a partir da area negdtivgrafico da forcaversustempo,
representada pela area 3 da Figura 2 (FRIEDMARAI, 1963; PONS e FISZMAN, 1996).

As caracteristicas mecéanicas de um hidrogel depenigediversos fatores, dentre eles,
as estruturas quimicas dos polimeros constituietes organizacdo espacial das cadeias
poliméricas na rede tridimensional. Por exemplérena nativa acilada da goma gelana em
agua origina géis fracos, elasticos e ndo quelwsgdjg a forma desacilada origina géis firmes,
nao elasticos e quebradicos (CHANDRASEKARANaI, 1988; RINAUDO e MILAS, 2000).

A andlise de TPA, antes utilizada simplesmente camomeétodo de caracterizagdo
fisica de formas farmacéuticas semissolidas, temmestrado um estudo importante no
delineamento de sistemas de liberacdo baseadosdemgéis, uma vez que os resultados que
descrevem as propriedades mecéanicas de um mat@dalteis para correlacionar a relagcéo
entre estrutura do sistema e seu desempenho tecap@&lém de fornecer informacdes sobre
propriedades do hidrogel que podem afetar direttanariberacdo do farmaco incorporado
(HURLER et al, 2012).

2.1.2 Reologia

Apés a administracdo, as formas farmacéuticas pag@esentar mudancas em suas
propriedades fisico-quimicas em funcédo do tempo eotitato com fluidos biolégicos, como,
por exemplo, geleificacdo, intumescimento, mudangaviscosidade, erosdo, promovendo
alteracdes de suas propriedades reolégicas quempodiienciar o perfil de liberacdo dos
farmacos por elas veiculados. Portanto, é de fuedeahimportancia o estudo das propriedades
de deformacédo e fluxo, bem como dos fatores gueeiméiam as propriedades reoldgicas e

seus efeitos nas diversas formas farmacéuticasspetial os hidrogéis (LE& al, 2009).
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A reologia, termo derivado do gregbeo que significa fluir, ogos que significa
ciéncia, estuda e descreve a deformacédo dos cquawslo submetidos a tensdes, sejam eles
sélidos, liquidos ou gases (SCHRAMM, 2006; SINKOGNGER, 2008).

Um sdlido ideal sob tensdo se deforma elasticamenfgode ser comparado a uma
mola, em que toda a energia aplicada em sua defdom@aarmazenada e totalmente recuperada
ao se remover a tensdo, ou seja, o solido ideates&o apresenta uma resposta puramente
elastica e segue a lei de Hook (Equacéo 1), em gueetenséo de cisalhamen®é o moddulo
de Young, que corresponde a resisténcia a defooreacé a taxa de cisalhamento.

T=GXy Equagéo 1

J& os fluidos ideais (liquidos ou gases) fluem t®isdo e sofrem uma deformacao
irreversivel, de modo que toda energia aplicadasae deformacéo é dissipada e nada se
recupera ao se remover a forca, assim, o fluidalideb tensdo apresenta uma resposta
puramente viscosa e segue a lei de Newton (Equgc@m que € a tensdo de cisalhamenio,
€ a viscosidadeeé a taxa de cisalhamento.

T=nXYy Equacéo 2

A maioria dos materiais apresenta comportamenidgeo entre os fluidos e os sélidos
ideais, ou seja, ndo apresentam apenas caraceside fluido ideal, puramente viscoso, nem
apenas caracteristicas de solido ideal, puramédd@oe, mas sim uma combinacdo de ambos
0S comportamentos, e, portanto, sdo denominadcerigigtviscoelasticos, ja que apresentam
uma componente viscosa e uma componente elas@téRAMM, 2006).

O meétodo principal para avaliar as propriedadesoelsisticas de hidrogéis € a reologia
(YAN e POCHAN, 2010). A partir de ensaios de esogatm, fluéncia-relaxacédo e oscilacédo
em rebmetros, é possivel avaliar propriedades dfedgis, como, por exemplo, a viscosidade,
0 comportamento viscoelastico e a for¢a da esautur

O modulo G’ € o modulo elastico ou de armazenamentmepresenta a rigidez do
material, ou seja, seu comportamento solido, eriquaih é o médulo viscoso ou de perda, e
representa o fluxo ou o comportamento de fluidonakterial. Quando G’>G”, o hidrogel
comporta-se mais como um solido elastico. QuandeG3’ 0 hidrogel comporta-se mais como
um liquido viscoso (YAN e POCHAN, 2010).

3 OBJETIVOS

Caracterizar dispersdes de GG e P quanto a citidexie, potencial zeta e massa

molecular para serem utilizadas na obtencdo deon@cnanoparticulas mucoadesivas para
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liberacdo célon-especifica do resveratrol. Obtairdgéis a partir da mistura destes dois
polimeros, através da reticulagcéo ibnica ou iGnmalente, empregando A3 glutaraldeido
como agentes reticulantes, e avaliar suas proplesdaecanicas através das analises de TPA e

reologia.

4 METODOLOGIAS
4.1 Principais substancias e equipamentos

Goma gelana de baixa acilacdo (Kelc8g&G-LA), pectina de baixo grau de
metoxilacdo (DE 24,1%) GefiuLM-5206 CS (CP Kelco), resveratrol (Galena), &cido
cloridrico (Quimis), hidréxido de soédio (Grupo Quda), fosfato de sodio tribasico
dodecahidratado (Henrifarma), cloreto de alumimricahidratado (Vetec).

Agitador magnético (Quimis), balanca analitica (fMetToledo), bomba a vacuo TE-
058 (Tecnal), peagdmetro digital (Micronal), aredier de particulas Zetasizer Nano®zS

(Malvern Instruments).

4.2 Estudos das dispersfes poliméricas
4.2.1 Obtencéo de dispersdes de GG e P

As dispersdes aquosas de cada polimero (GG ou ilRadds nos experimentos
descritos a seguir foram preparadas em agua @d#jcem diferentes concentracdes, sob
agitacdo magnética e aquecimento (80°C) durantemifQtos para a completa dispersédo dos

polimeros, em béquer vedado para evitar perdasvamoracao.

4.2.2 Avaliacdoin vitro da citotoxicidade em células Caco-2 e HT29-MTX

Os modelos baseados em células Caco-2 sdo ampéamegtnhecidos, aceitos e
aplicados como modelos intestinais para a avalideadtotoxicidade de compostos quimicos
sobre os enterécitos (CANO-SANCHD al, 2015), portanto células Caco-2 foram utilizadas
no presente estudo. As células HT29-MTX sdo capdeesecretar muco e foram utilizadas
para avaliar a influéncia do muco na citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados stitiio de Investigacdo e Inovacao
em Saude (I3S) da Universidade do Porto (PortduBal), durante o doutorado-sanduiche, em

colaboracdo com o grupo de pesquisa do Prof. dind3Sarmento.
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4.2.2.1 Cultura de células

Células de linhagem de adenocarcinoma de colon mur@aco-2 (C2BBel, passagens
54 a 60) obtidas damerican Type Culture Collectio(ATCC, Estados Unidos) e células
HT29-MTX (passagens 35 a 39), gentilmente cedigds Pr. T. Lesuffleur (INSERMU178,
Villejuif, Franca) foram cultivadas separadamemtegarrafas de 75 cinsegundo as condicdes
padrdo de cultura de células em meio DMEM supleatentcom 10% (v/v) de soro fetal
bovino, 1% (v/v) de aminoacidos ndo essenciais e(\8) de complexo penicilina (100
Ul/mL) — estreptomicina (10Qg/mL) em incubadora com atmosfera umedecida a 37° C, com
5% de CQ e 95% de @ As culturas estoques de células Caco-2 e HT29-Mdrém
cultivadas em monocamadas e passadas para novasagaao atingirem uma densidade
subconfluente de 70 — 80%, utilizando tripsina/EDTA

4.2.2.2 Teste de viabilidade celular através do ensaio do ™M

A fim de determinar a citotoxicidade vitro da goma gelana e da pectina, realizou-se o
teste de viabilidade celular empregando linhagehdares Caco-2 e HT29-MTX.

A viabilidade celular foi avaliada empregando-se¢este de reducdo do MTT, que
permite avaliar as células viaveis devido a capagidque estas possuem de metabolizar o
reagente do MTT, levando a formacgao de cristaisgae formazan (DEY e SREENIVASAN,
2014).

Apoés serem cultivadas como descrito anteriormaage;élulas foram semeadas a uma
densidade de 0,12 x 46élulas/poco em placas de 24 pocos e a uma ddesitta0,02 x 10
células/pogo em placas de 96 pocos, e incubadas mem DMEM suplementado, em
atmosfera umedecida a 37° C, com 5% de €95% de @ Permitiu-se a fixacdo das células
por 24h antes da adicdo de dispersdes dos polinsetados.

Dispersdes poliméricas foram preparadas em agufcpda a 10 mg/mL, sob agitacdo
magnética a 80 °C e as diluicbes foram preparadasiBSS. As concentracdes avaliadas
foram de 50, 150, 300, 400 e 500 pg/mL para asplde 96 pocos e de 500, 1000, 1500, 2000
e 2500 pg/mL para as placas de 24 pocos, em quadtap

Apoés a fixacdo das células, aspirou-se 0 meio ttarawe os pocos foram lavados com
tampao fosfato-salino (PBS) a 37°C para a complatzocdo do DMEM. As células foram
entdo incubadas em HBSS na presenca dos polimero24h sob as mesmas condi¢cdes

descritas anteriormente.
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O controle de células viaveis foi realizado incultaas apenas na presenca de HBSS e
o controle para morte celular foi feito incubandora presenca de Triton-X (1%, v/v) também
em HBSS. O branco consistiu apenas em meio HBSS& geesenca de células nos pocos.

Apo6s o periodo de incubacdo na presenca dos polémas amostras foram removidas
dos pocos, que foram entdo lavados uma vez comatarfgsfato-salino e adicionou-se o
reagente MTT na concentracdo de 0,5 mg/mL, prepagad HBSS, a 37°C. As placas foram
protegidas da luz e incubadas a 37°C por 4 h pmareacédo dos cristais de formazan.

Em seguida, o reagente do MTT foi removido e adminse dimetilsulféxido (DMSO)
para solubilizacdo dos cristais formados. As plgmEsnaneceram sob agitacdo no leitor de
placas Synergy®(Biotek Instrumenjspor 10 min para a completa solubilizacdo dosaiss
antes da leitura da absorbancia, realizada pocesf@tometria na regido do visivel em 590 e
630 nm no mesmo leitor de placas.

A porcentagem de células viaveis (%) foi calculattavés da Equacéo 3:

Abs tra
Viabilidade celular (%) = _—__amos X 100 5
Abs medlacéls vivas controle Equagao 3

em queAbs  mostra € @ absorbancia apds a incubacédo das células califeeentes amostras e

Abs médiags vivas control @ absorbancia média do controle de célulasigiave

4.2.3 Avaliacéo do potencial zeta das dispersdes poliméas
4.2.3.1 Analise da influéncia do pH no potencial zeta

Dispersdes dos polimeros GG e P foram preparadesnw@ntracdo de 0,5 mg/mL em
agua purificada ou solucéo de cloreto de sodio (N&@M, sob agitacdo magnética a 80°C,
mantida por 30 min até completa homogeneizacacédDdy foi vedado para evitar perdas por
evaporacao. O pH das dispersdes foi ajustado @dhoaeg entre 1 e 12, utilizando-se HCI ou
NaOH (0,1 e 1 M) e medido em peagémetro digitalcfdtial’). O potencial zeta foi medido
através da mobilidade eletroforética em equipameBaiasizer Nano 75 (Malvern

Instruments).

4.2.3.2 Analise da influéncia da concentracéo no potenciaketa

Dispersbes aquosas dos polimeros GG e P foram rpdgsa em diferentes
concentracoes (0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0B2emg/ml) a partir de uma solucdo estoque a

1,0 mg/ml. O pH foi mantido no valor original daslgs dispersdes aquosas dos polimeros,
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sendo pH 5,4 para a GG e pH 6,14 para a P. O pateeta foi medido através da mobilidade

eletroforética em equipamento Zetasizer Nan® @#alvern Instruments).

4.2.4 Determinacdo da massa molecular dos polimeros pefcnica destatic light
scattering

As dispersdes aquosas dos polimeros GG e P enerdiderconcentracbes (0,1 — 0,9
mg/ml) foram preparadas sob agitacdo magnéticaapela de fluxo laminar utilizando-se agua
purificada (Milli-Q) filtrada em membrana de 0,22upara evitar a interferéncia de particulas
contaminantes nas medidas de espalhamento de lmaséa molecular (MM) foi determinada
em instrumento Zetasizer Nano ZSque foi calibrado utilizando como padrdo o toluen
previamente filtrado em membrana de politetrafltieneo (PTFE, 0,2 pm) presa a um suporte
de membranas em aco inoxidavel utilizando serimgaidro neutro. O incremento de indice de
refracdo com a concentracan{dg adotado para a GG foi de 0,150 mL/g (GRASDALEN e
SMIDSR@D, 1987) e para a P foi de 0,155 mL/qg.

4.3 Obtencéo de hidrogéis de GG:P reticulados ionicamés

Para a obtencdo dos hidrogéis reticulados ioniceendispersdes aquosas de misturas
de GG:P (1:1 e 4:1) a 2,5% (m/V) foram preparadasagitacdo magnética a 80°C, durante 20
minutos para a completa dispersdo dos polimeros.

Para a reticulacao ionica utilizou-se como agesgtieulante o AICi na concentracdo de
3 ou 5% (MiticulantdMpolimeros secgs AS dispersdes poliméricas foram mantidas solbagép
mecanica (agitador IK® a 300 rpm e 50°C, e a solucdo aquosa de ageiitalaate foi
gotejada com auxilio de bomba peristaltica (Pumfy Pharmacia Biotech) com fluxo de 1
mL/min. A concentragdo final das dispersdes policaérreticuladas foi de 2% (m/V). Apés a
adicao do agente reticulante, as amostras foraniadaarsob agitacdo mecanica a 100 rpm, em
temperatura ambiente por 20 minutos adicionaisisfesidas para tubos de centrifugacdo e
centrifugadas a 2.000 rpm por 2 minutos (Sorvall) BCfim de remover bolhas de ar

incorporadas durante o processo.

4.4 Obtencéo de hidrogéis de GG:P duplamente reticulado

Para a obtencdo dos hidrogéis duplamente reticsilatispersfes aquosas de misturas
de GG:P (1:1 e 4:1) a 2,5% (m/V) foram preparadasagitacdo magnética a 80°C, durante 20

minutos para a completa dispersdo dos polimeros.
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Para a dupla reticulagédo utilizou-se o Al&I3 ou 5% (MticulantéMpolimeros secds COMO
agente da reticulagéo i6nica e o glutaraldeid® @0,1% (MticulantdMpolimeros secdsCOMO agente
da reticulacéo covalente.

As dispers6es poliméricas foram mantidas sob a@mtatecanica (agitador IK% a 300
rpm e 50°C e, primeiramente, a solugdo aquosa @& Adi adicionada com auxilio de bomba
peristaltica (Pump P-1, Pharmacia Biotech) comdide 1 ml/min. Em seguida, adicionou-se
da mesma maneira a solugcdo aquosa de glutarald®idoncentracdo final das dispersdes
poliméricas duplamente reticuladas foi de 2% (mAfOs a adicdo dos agentes reticulantes, as
amostras foram mantidas sob agitagcdo mecéanica apb®0em temperatura ambiente por 20
minutos adicionais, transferidas para tubos derifeg@cdo e centrifugadas a 2.000 rpm por 2
minutos (Sorvall TC) a fim de remover bolhas deiraorporadas durante o processo de
reticulacgéo.

As amostras foram denominadas de acordo com a @géapd&G:P (1:1 e 4:1 como
GP11 e GP41, respectivamente), a concentracdo @& f3% e 5% como AI3 e AI5,
respectivamente) e a concentracdo de glutarald@dck? e 1% como GO5 e G1,
respectivamente). Na Tabela 1 estdo apresentadasng®sicOes de cada amostra obtida, com

0S respectivos rotulos.

Tabela 1: Composi¢des dos hidrogéis de GG:P selecionadas garestudos de TPA e
reologia

Hidrogel Proporcao GG:P AlCl3 (%) Glutaraldeido (%)
GP11 11 0,0 0,0
GP11_AI3 1:1 3,0 0,0
GP11 AI5 11 5,0 0,0
GP11 AI3_G0,5 1:1 3,0 0,5
GP11 AI3 G1 1.1 3,0 1,0
GP11 Al5_GO0,5 1:1 5,0 0,5
GP11 A5 G1 1.1 5,0 1,0
GP41 4:1 0,0 0,0
GP41_AI3 4:1 3,0 0,0
GP41_AlI5 4:1 5,0 0,0
GP41_AI3 _GO0,5 4:1 3,0 0,5
GP41_AI3_G1 4:1 3,0 1,0
GP41 _AI5_GO0,5 4:1 5,0 0,5
GP41_Al5 G1 4:1 5,0 1,0

4.5 Avaliacdo das propriedades mecénicas dos hidrogéis

As propriedades mecanicas dos hidrogéis foram aladi em texturometro TA-XT

Plus® (Stable Micro Systems), operando em modo TPéx{ure profile analys)s Os hidrogéis

26



Capitulo 1

submetidos aos testes de TPA foram preparadosodéoacom os itens 3.3 e 3.4, com 24 h de
antecedéncia e foram mantidos em tubos de cerdgfieydevidamente vedados para evitar
perda de agua por evaporacao.

Para as andlises, utilizou-se uma probe cilinddeal0 mm de diametro, a uma
velocidade de pré-teste de 1 mm/s e velocidadeeste £ poOs-teste de 0,5 mm/s. A probe
penetrou a amostra até uma distancia de 10 mmfargande gatilhot(igger force de 0,002 N
e o tempo entre os dois ciclos de compressao fob de (CARDOSOet al, 2017). Os
parametros mecanicos avaliados a partir de cureasoda versustempo foram dureza,
coesividade e adesividade e a partir de curvaergaversusdistancia avaliou-se a elasticidade
e a forca do gel, sendo esta ultima determinadaa distancia fixa de 1 mm (BALOGL6t

al., 2011). Os testes foram realizados em quintuplicat

4.6 Estudo das propriedades reoldgicas dos hidrogéis &G:P

Os hidrogéis foram preparados conforme descrito iteos 3.3 e 3.4, com 24h de
antecedéncia e foram mantidos em tubos de cerdglgydevidamente vedados para evitar
perda de agua por evaporacdo. Os ensaios osdfat@inamicos para avaliagdo do
comportamento viscoelastico dos hidrogéis foranizados em redmetro AR2000&XTA
Instrument} utilizando geometria placa-placa (40 mm de diém)egap de 1000 um para os
hidrogéis reticulados e de 200 um para os hidrat#seticulados, e temperatura de 37°C com
30s de tempo de equilibrio antes do inicio dose$edDs ensaios de varredura de tenséo e

varredura de frequéncia foram realizados em tefdic

4.6.1 Varredura de tensdo

Os hidrogéis GP41_AI3 e GP41_Al5_G1 foram seledosacomo representantes dos
hidrogéis com o menor e o maior grau de reticulagégpectivamente, e foram submetidos a
um teste de varredura de tenséo entre 0,1 a 1taRE@ndo-se constante a frequéncia angular
de 6,283 rad5a fim de determinar a faixa de viscoelasticidddealr e, assim, selecionar o

valor de tensao para realizacéo dos testes deduaarde frequéncia.

4.6.2 Varredura de frequéncia

Na varredura de frequéncia, a tenséo foi fixadanavalor constante, escolhido dentro

da regido de viscoelasticidade linear e variou-feguéncia angular, obtendo-se os espectros
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mecanicos. Todos os hidrogéis foram submetidoeste e varredura de frequéncia angular
que variou entre 0,628 a 628,3 rddssb tenséo constante de 1,0 Pa.

4.7 Analise estatistica dos resultados

Os dados foram tratados estatisticamente pelasanddi variancia (ANOVA), seguida

por comparacdes multiplas pelo método de Tukeya#oiado nivel de significAncia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Além do estudo do produto final, é de fundamentgbdrtancia o estudo prévio e a
caracterizacdo das matérias primas empregadas seowadvimento de um novo sistema de
liberacdo, tendo em vista a grande variabilidade apresentam em funcédo da sua fonte de
origem natural (NGUYENet al, 2011).

Dessa forma, a caracterizacao das dispersfes de gglana e de pectina pode fornecer
informacdes importantes para a melhor compreens&mwhportamento dos sistemas micro e

nanoestruturados que darao origem.

5.1 Avaliacaoin vitro da citotoxicidade

O uso de polissacarideos naturais no delineamengistemas de liberagdo controlada
de farmacos desperta grande interesse, pois estiesiais provenientes de fontes naturais e
renovaveis apresentam importantes caracteristioa® diodegradabilidade, relativo baixo
custo, ampla disponibilidade na natureza, alémedens aceitos para consumo humano. No
entanto, a citotoxicidade € uma importante carestiea que deve ser avaliada, pois reflete a
biocompatibilidade desses materiais. Os engaiogtro sao ferramentas Uteis para isso, pois
permitem detectar se as substancias produzem sleti@mis em nivel celular, em um curto
espaco de tempo.

O teste do MTT emprega o sal tetrazol (brometo @&53imetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol), que na presenca de desidrogenastesondriais das células viaveis é clivado,
originando cristais de formazan insollveis em agoam soluveis em DMSO. A diminuicao
no namero de células viaveis origina uma menor tigeste de cristais de formazan, que é
monitorado pela absorbancia na regido do visivelicando assim o grau de citotoxicidade
(MATIAS et al, 2010).
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Para esse ensaio, considerou-se um limiar paraidedie de 70% de células viaveis,
segundo a norma ISO 10993-5:2009, abaixo do quabmasstras foram consideradas
citotoxicas.

As diferentes concentracdes de GG e P avaliadgdaas de 24 e 96 pocos, com areas
de 1,90 e 0,32 cftpoco, respectivamente, foram selecionadas comopa@tivo as
concentracbes de polimeros presentes nas micragséenas nanoparticulas utilizadas nos
testes de citotoxicidade dos sistemas desenvoleidpsesentados nos Capitulos Il e IV.

Os resultados de viabilidade celular (%) apds iacéb das células HT29-MTX e Caco-
2 com diferentes concentracoes de GG e P estaseapados na Figura 3.

Figura 3: Viabilidade celular (%) de células das linhagef8#MTX e Caco-2 apos 24h de

incubacéo na presenca de goma gelana e pectindeyentes concentracbes em A) placas de
24 pocos e B) placas de 96 pocos (média + DP).
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E possivel observar que ambos os polimeros ndooweram reducio da viabilidade
celular de células das linhagens Caco-2 e HT29-Mp&s 24h de incubacao, seja nas elevadas
concentracdes avaliadas em placas de 24 pocosdF3dy) ou nas baixas concentracdes das
placas de 96 pocos (Figura 3B).

Apés esse periodo, na presenca de concentrac@esmies de GG, a viabilidade (%) de
células HT29-MTX e Caco-2 foram maiores que 89,490,2%, respectivamente para a placa
de 24 pocos (Figura 3A) e 103,4 e 84,4% respectwdepara a placa de 96 pocos (Figura 3B).

Apés a incubacdo dessas mesmas linhagens celatamesoncentracdes crescentes de P
por 24h, a porcentagem de células HT29-MTX viat@isuperior a 98,5% para a placa de 24
pocos e superior a 101,8% para a placa de 96 pdggsara a linhagem Caco-2, os resultados
foram superiores a 96,0% para a placa de 24 po0s9éo para a placa de 96 pocos (Figuras
3A e 3B).

A cada concentracdo testada, ndo se observou rdifeyesignificativas na viabilidade
celular das células Caco-2 quando incubadas cono@GGm P, nem para as células HT29-
MTX, em ambas as placas utilizadas (p>0.05).

O aumento da concentracdo de GG ou P nao alteviab#didade das células HT29-
MTX ou Caco-2 de maneira significativa em nenhumas placas (p>0.05).

Os resultados mostram que a GG e a P sdo polim&oo®xicos para as células Caco-2

e HT29-MTX dentro das concentracdes avaliadas.

5.2 Avaliacdo do potencial zeta das dispersdes poliméas

O conhecimento das propriedades elétricas dasrd@ede polissacarideos, como por
exemplo, o seu potencial zeta (PZ), é crucial parabter sistemas funcionais e estaveis a partir
delas, principalmente quando o objetivo é a obtergiparticulas atraves de técnicas baseadas
na interacdo de cargas, como é o caso da geld@ficagnotropica (FANUN, 2010;
CARNEIRO-DA-CUNHA et al, 2011).

Além disso, as propriedades dos materiais que dodopor um sistema de liberagédo
podem fornecer informagbes importantes para prewempreender e descrever 0s
comportamentos do sistema, como, por exemplo, cangoo de liberacdo do farmaco ao
atingir um determinado sitio (FANUN, 2010).

A densidade de cargas superficiais € uma propreedidrica de grande influéncia para
0s sistemas coloidais e pode ser utilizada pangepie interacdo com biomoléculas, explicar
fendbmenos como mucoadesividade e pode, até mestaw, mrrelacionada a eficiéncia de
encapsulacao de farmacos (CHENG e LIM, 2004; FANRIN,O; SARAF, 2010).
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Neste estudo, o PZ foi utilizado como indicador dagjas de dispersdes de GG e P, e
avaliou-se a influéncia do pH e da forga i0nica deio, bem como da concentracdo de
polimeros sobre o PZ, a fim de gerar informacdesppssibilitassem o delineamento racional
de micro e nanoparticulas por geleificacdo ionat&pe, posteriormente, que auxiliassem na

explicacdo de comportamentos exibidos por essiesrss.

5.2.1 Andlise da influéncia do pH no potencial zeta

O conhecimento do PZ permite a caracterizacdo damipdades eletroquimicas de
superficie, um parametro significativo para a dar@acao e aplicacdo de polimeros nas areas
biomédica e farmacéutica (SALGt al, 2012).

Os polissacarideos podem apresentar-se neutros astegados positiva ou
negativamente, dependendo dos grupos funcionaipaggiem e 0 meio em que se encontram
(CARNEIRO-DA-CUNHA et al, 2011). O PZ representa essa carga superficialtaese da
dissociacao ou ionizacao de grupos funcionais caddarcéao diferenciada de ions da solucéo a
superficie do polimero (SALGINLt al, 2012).

A GG e a P, quando dispersas em agua com pH neytresentam carga superficial
negativa, como consequéncia da ionizacado dos grgrbexilicos, por isso sdo consideradas
polissacarideos anidnicos. Essa carga superficidépendente das caracteristicas do meio,
como por exemplo, a forca idnica e tipo de ionsemtes, e se altera com a variacdo do pH da
fase aquosa, pois a variacdo esta diretamenteomdaa a dissociacdo dos grupos funcionais e
a adsorcao de ions (CHENG e LIM, 2004; FERMIN eBRM.2010; SALGINet al, 2012).

Os graficos abaixo apresentam os resultados donZ Eem funcdo do pH de
dispersdes de GG (Figura 4A) e de dispersdes 8egBré 4B) em meios com diferentes forcas

ibnicas (agua e NaCl 0,1M).

Figura 4: Gréficos do potencial zeta em funcéo do pH do mara as dispersdes poliméricas
em agua e em NaCl 0,1M de A) Goma gelana e B)rie@tédia £ DP).
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E possivel observar que em baixos valores de pireaca reducio da carga negativa
das dispersbes, com valores proximos a zero enr@tipo a 1,0. A GG apresenta pKa,5 e
a P apresenta pKa entre 3 e 4; portanto, na pr@skenexcesso de ions Hneio acido) ocorre
a protonacgdo dos anions carboxilatos, reduzindogamegativa das moléculas.

Entretanto, em valores de pH mais elevados, acimakd dos polimeros, ocorre a
desprotonacdo dos grupos carboxilicos e a cargatimegaumenta. Os valores de PZ, em
modulo, aumentaram até atingir um equilibrio, devad maxima desprotonacdo dos grupos
carboxilicos das cadeias poliméricas.

Para dispersdes de GG em agua o equilibrio fogidtina partir do pH 4,5, acima do
qual ndo se observou diferenca significativa enrevalores de PZ (p>0,05). O mesmo foi
observado para a P em agua, em que a variacdo @deiptd de 4,5 ndo alterou de maneira
significativa o PZ das dispersdes (p>0,05). Enttedb e 11,0, o PZ médio da GG em agua foi
de -37,0+4,0 mV e o da P foi de -50,8 £7,7 mV.

Também se observou um equilibrio nos valores dd&P@G e da P em NaCl 0,1M, sem
diferencas significativas a partir de pH 2,4 pafa@e de pH 3,5 para a P. Entre pH 4,5 e 11,0,
0 PZ médio da GG neste meio foi de -21,1 £2,5 novda P foi de -24,5+2,8 mV.

Além do efeito do pH sobre o PZ, a concentracadipoode sal presente na disperséo
polimérica também afetam a carga elétrica das miaéce, portanto, o PZ (SALGIHt al,
2012).

A influéncia da forca ibnica do meio foi avaliadamparando-se os valores de PZ das
dispersées em agua e em NaCl 0,1M nos diferentesegade pH. E possivel observar que as
dispersdes em NaCl 0,1M apresentaram menor demsikadarga negativa que as dispersdes
aquosas, principalmente na regido de pH em queeeomaxima desprotonacdo dos grupos
carboxilicos (Figuras 4A e 4B). Para a P, os valem modulo do PZ em NaCl 0,1M foram
significativamente menores que em agua para tddixa de pH avaliada (p<0,05). J& para a
GG, em pH<3,2 ndo houve diferenca significativaresiot PZ nos diferentes meios (p>0,05),
entretanto, a partir de pH 4,5, os valores em nodflwbm significativamente menores no meio
de maior forca i6nica (p<0,05).

O aumento da forca ibnica do meio através da adighsais, neste caso o NacCl,
provoca uma compressao na dupla camada elétricasequentemente reduz o PZ (JAYME
al., 1999; SALGINet al, 2012).

A presenca de cations, como o'Nam solucdo ¢ capaz de alterar o PZ e também
propriedades conformacionais de polissacarideosRNEARO-DA-CUNHA et al. (2011)
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demonstraram a reducdo do PZ de solucdes dosaguaisdeos anidnicos carragena, alginato
de sddio e galactomananas com o aumento da coac@&ntie NaCl no meio.

Os resultados observados para a P estdo de aamdMECONAUGHY et al. (2008),
gue avaliaram o efeito de diferentes concentragliesais (NaCl e KCl) sobre o PZ de
dispersdes de pectina extraida da planta aloe #aef@amonstraram a reducéo do PZ de -80mV

em agua, para aproximadamente -25mV com a adicBage0,1M.

5.2.2 Andlise da influéncia da concentracdo no potenciaeta

A concentracdo polimérica ndo influenciou significamente o potencial zeta das
dispersdes aquosas de GG ou de P (p>0,05), manpeaticamente constante a densidade de
cargas negativas. Entretanto, as dispersfes deeBeafaram invariavelmente maior densidade
de carga que as de goma gelana, com uma média 3J6 mBV contra -37,9 mV,
respectivamente, como pode ser observado no giesentado na Figura 5.

Figura 5: Grafico do potencial zeta (mV) em funcdo da cotregdo (mg/mL) das dispersdes
aguosas de GG (pH 5,4) e P (pH 6,14) (média = DP).
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A partir dos resultados do PZ em funcdo da conaeéitr, pH e forca ibnica do meio, e
tendo em vista que a formacao das micro e nanopkasipor geleificacao ionotropica depende

da presenca de cargas negativas para reagirem@nAI3 do agente reticulante, optou-se
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por trabalhar com dispersdes de misturas GG:P em &gH 5,0, em que a maxima densidade

de carga negativa esta presente.

5.3 Determinacdo da massa molecular dos polimeros pdkxcnica destatic light
scattering (SLS)

A massa molecular (MM) juntamente com a carga diomgwo em diferentes condi¢des
séo fatores que podem influenciar tanto as cafatitars finais do sistema, quanto o proprio
processo de obtencao, especialmente por metodslgg@ envolvam a interacdo entre cargas
opostas, como a geleificacédo ionotropica (NGUY&MI, 2011).

Dentre as diversas propriedades que caracterizamobmeros, a MM pode ser
considerada uma das mais importantes propriedddesd, pois dela dependem diversas
outras, como a solubilidade, taxa de dissolucaajez, formacéo de géis, dentre outras. Sendo
assim, € um importante parametro a ser avaliado ggapolimeros empregados na obtencéo de
carreadores de farmacos, ndo s6 como uma ferrardentantrole de qualidade, mas para a
obtencdo de sistemas com caracteristicas repredytiprincipalmente quando se emprega
polissacarideos naturais de estruturas altameniédves e dependentes da sua fonte de
obtencédo e método de extracdo, como, por exemplectana.

O desenvolvimento de detectores de espalhamenttuzdesimplificou o modo de
determinacdo de MM de polimeros (CORREDHES al, 2000). A técnica que utiliza
espalhamento de luz estaticagi® Light Scatteriny) permite estudar tamanho e forma de
macromoléculas em solucdo a partir da luz espalladauma direcdo. E uma técnica
relativamente simples, rapida, de facil realizacGdofem sido empregada no estudo de
propriedades conformacionais de polissacarideoMEQ013).

Essa técnica mede a intensidade de espalhameatarétiia durante um periodo de
tempo para uma faixa de concentracdo de solutde r@so 0s polissacarideos, e permite
avaliar forma, tamanho e interacdes dos centroegpalham a luz em solucdo. Além da MM
meédia, pode-se obter informacédo sobre outros parésneoleculares como raio de gifR) e
segundo coeficiente virialAf), relacionados com a forma do centro espalhadopme a
interacdo entre as moléculas, respectivamente (WANG, 2005; SOME, 2013).

Como os polimeros podem apresentar cadeias de iooempos variaveis, ha uma
distribuicdo de tamanhos e, portanto, uma disgide MM, assim a MM corresponde a um
valor médio. A MM média e o segundo coeficienteiavifA;) obtidos por SLS estdo

apresentados na Tabela 2:
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Tabela 2: Resultados de MM média e segundo coeficientel\(ig) da GG e da P, obtidos
por Static Light Scatteringmédia + DP).

Polissacarideo A, (10° mL x mol/g®) MM média (kDa)
Goma gelana 22,10+ 1,88 116,00 + 20,80
Pectina 0,85 +0,18 383,00 + 22,40

Os coeficientes viriais sdo uma medida quantitatieainteracdes intermoleculares
inespecificas, como aquelas mediadas pelo solveotep, por exemplo, interacdes devido a
presenca de cargas, dipolos, forcas de Van ders\Wiméracdes hidrofobicas, etc (SOME,
2013). Pode-se avaliar como essas interacfes antneoléculas sdo afetadas por diferentes
solventes, medindo-se a variagdo do coeficiental \diom a variacdo do meio. Também pode
ser utilizado para avaliar tanto as interacéeseantrléculas iguais de um unico soluto, quanto
entre moléculas de diferentes solutos. Como as amaxdéculas em altas concentracfes
apresentam interacdes inespecificas em algum gssg parametro (A é particularmente
interessante no desenvolvimento de formulagbesaf@@nticas, uma vez que permite uma
medida da estabilidade da formulacdo e da propemsdmomoléculas agregarem quando em
solucéo (SOME e KENRICK, 2012).

O segundo coeficiente virial pode assumir valoregativos ou positivos, indicando
interacOes atrativas ou repulsivas entre os cengspmlhadores de luz, respectivamente
(ENOKI, 2010; SOME e KENRICK, 2012). A GG e a Pegmntaram valores positivos de A
(Tabela 2), o que indica a repulsao eletrostatiteeeas cadeias poliméricas, uma vez que no
pH das solu¢cdes aquosas ambos encontram-se carsegaghtivamente.

A GG comercial utilizada neste trabalho (KelcGg@lG-LA) apresentou MM média de
116420 kDa (+=0,97), valor bem proximo ao declarado pelo famieaque é de 200 a
300 kDa Kelcogel: gellan gum book 2007).

As caracteristicas das pectinas como graus de ifa€@x e amidacdo, tamanho de
cadeia e acucares constituintes sdo amplamenggeride acordo com a sua fonte natural e os
métodos de extracdo empregados (LEVIGNEI, 2002). Sua MM é um parametro intrinseco
fundamental e tem sido correlacionada como fatetanée influente sobre as propriedades de
solucbes e a consequente geleificacdo de pectsmasida metoxilacio (MCCONAUGH¥t
al., 2008). A pectina utilizada neste trabalho, tip85206-CS (CP Kelco), ndo amidada e de
baixo grau de metoxilagdo, comercialmente dispdrévextraida da casca de frutas citricas
apresentou MM de 383+22 kD&%0,92).

As pectinas podem variar muito em relacdo as sulls vedias, entretanto o valor

encontrado esta proximo ao reportado por MCCONAUG#tYal. (2008), que avaliaram a
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massa molecular de pectinas extraidas da plantaval@a e encontraram valores entre 200 e
523 kDa.

5.4 Obtencéo de hidrogéis de GG:P reticulados ionicamém e duplamente
reticulados

Os hidrogéis séo redes tridimensionais e hidrafilicapazes de intumescer, absorvendo
grandes quantidades fluidos bioldgicos, mantentegias as suas estruturas (GUP&tAal,
2002).

Para a formacdo de um hidrogel é indispensavdi@ilado das cadeias poliméricas,
pois os pontos de ligacdo entre as macromolécutpge dardo com que a rede mantenha sua
estrutura preservada. A reticulacdo quimica oadisbnfere essa integridade e a caracteristica
de insolubilidade da rede em agua (GURXAI, 2002).

Os hidrogéis foram reticulados ionicamente atrala&seacdo com cloreto de aluminio
em concentracdes previamente estabelecidas de% @REZOTTI, 2013), e duplamente
reticulados pela adicdo de glutaraldeido aos hésoreticulados ionicamente. A proporcao
entre os polimeros também foi previamente detemairea partir de resultados prévios que
demonstraram a possibilidade de obtencédo de mierasscom caracteristicas promissoras para
atuarem como sistemas de liberacdo (PREZOTTI, 2013)

Os hidrogéis obtidos foram avaliados quanto asctenigticas mecanicas e reoldgicas.

5.5 Avaliacdo das propriedades mecanicas dos hidrogéis

As propriedades mecanicas sao importantes par&anefpe permitem avaliar a
viabilidade do uso de hidrogéis em certas aplicg¢c6emo, por exemplo, em sistemas de
liberacdo de farmacos (YAN e POCHAN, 2010), uma gae as caracteristicas de dureza,
elasticidade, forca do gel, coesividade e adesieéidaodem influenciar no desempenho dos
sistemas obtidos a partir de misturas poliméricas.

A reticulacdo quimica € um método eficaz e versddildelineamento de sistemas
matriciais com boa estabilidade mecéanica (HENNINKAN NOSTRUM, 2012).

No estudo de TPA foram avaliados os efeitos da ggdm polimérica GG:P e da
concentracdo de agentes reticulantes AI€I glutaraldeido, para a reticulacdo idnica e
covalente, respectivamente, sobre as propriedadeénicas dos hidrogéis, as quais podem se
correlacionar com os mecanismos de liberacdo doai@w. Dessa forma, esses dados podem
ser importante ferramenta para o delineamento skensas de liberacdo controlada com
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caracteristicas especificas, além de permitir disgp@® de possiveis interagfes entre o0s
polissacarideos.
Os resultados das diferentes propriedades mecémediadas através do teste de TPA

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de dureza, elasticidade, forca do gelsicmade e adesividade dos
hidrogéis de GG e P reticulados ionicamente ouataehte reticulados (médiatDP).

Hidrogel Dureza (g) Elasticidade Forca do gel Coesividade Adesividade
(mm) (9) (9.s)
GP11_AI3 20,98 + 1,43 1,88+0,11 11,42 £ 0,93 33503 18,36 + 3,68
GP11_AI5 30,49 + 2,08 1,72 +0,29 22,46 + 4,88 33602 62,76 £ 4,14
GP11_AI3_GO,5 14,96+0,93 1,88 +0,28 10,50 + 1,140,40 £ 0,02 35,90 + 3,84
GP11_AI3_G1 22,73 + 2,47 1,81+0,14 14,68 £ 2,24 ,32& 0,02 20,52 + 3,41
GP11_AI5 GO,5 34,98+3,17 1,43+0,20 25,79 £ 6,060,33 + 0,02 84,96 + 8,19
GP11_AlI5 G1 37,57 + 3,53 1,69 +0,13 26,13 £ 4,23 ,37@& 0,01 87,16 + 6,98
GP41_AI3 21,08 +1,01 2,49 £ 0,17 11,40 + 1,06 4702 78,71+ 3,75
GP41_AI5 19,45+ 1,36 2,42 £ 0,46 12,98 + 1,15 4602 76,55+ 6,41
GP41_AI3_G0,5 39,88 +2,45 2,21 +£0,22 22,69 + 3,280,40 + 0,02 90,70+ 7,30
GP41_AI3_G1 35,90 + 6,83 2,45+0,3 15,31 +4,09 40 0,03 75,06 + 6,22
GP41_AI5_G0,5 34,64+2,19 1,29 + 0,07 30,81 + 2,000,40 £ 0,01 131,20 £+ 8,25
GP41_Al5_G1 81,88 + 4,95 1,63+0,17 54,44 +8,71 ,33@ 0,03 169,30+ 12,84

Os hidrogéis nao reticulados obtidos a partir daigneros isolados (GG ou P a 2%)
apresentaram baixa viscosidade, e, portanto, e tesfTPA ndo pbdde ser realizado, uma vez

que o grafico da forgeersustempo néo interceptou o eixqdados ndo apresentados).

5.5.1 Dureza

A dureza esta relacionada com a forca da estratoirgel, e representa sua forca de
resisténcia a deformacdo por compressdo, isto éédaima forca requerida para sua
deformacédo, sendo obtida do gréfico de forgesustempo (LAU et al, 2000; CARDOSCet
al., 2017).

Para os hidrogéis G:P 1:1 reticulados ionicamemt@aior concentracao de cloreto de
aluminio (5%) originou géis de maior dureza (p<P,®ara essa mesma proporcao (1:1), os
hidrogéis duplamente reticulados apresentaram nuhicgza que os reticulados ionicamente
(p<0,05), exceto para as amostras GP11 _AI3_GOBH GAI3_G1.

Para os hidrogéis G:P 4:1 reticulados ionicameategsoncentracdo de cloreto de
aluminio ndo alterou a dureza de maneira signifiagp>0,05). Entretanto a dupla reticulacéao

originou, invariavelmente, hidrogéis de maior dargme a reticulagcéo iénica (p<0,05).
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O maior grau de reticulagdo obtido com ambos oscutantes nas maiores
concentracdes (5 e 1%) e a proporcao G:P 4.1 peamit formacdo de um hidrogel de maior
dureza (GP41_AI5_G1 - 81,88 g) (p<0,05).

A introducéo de ligacBes covalentes entre as cag@ildmeéricas origina uma rede muito
mais resistente mecanicamente, o que reflete nar ftaga necesséaria para romper a estrutura
do gel, que é mais firme, resultando em maiorewrgalde dureza (PACELIet al, 2015).

A proporcao G:P 4:1 originou hidrogéis de maioredarque 0os compostos pela mistura
G:P 1:1 (p<0,05).

A maior concentragcdo de GG na proporcao 4:1 deveriginado uma rede mais densa
e empacotada, devido a orientacdo em dupla hélisereada para as cadeias desse polimero
quando geleificado (MIYOSHet al, 1995), as quais originam uma estrutura mais dgeda,

e contribuem para a formacgédo de hidrogéis maiseBrm que apresentam, portanto, maior
dureza.

De fato, estudos tém relatado que a presenca daw@@ce a dureza do hidrogel (LAU
et al, 2000; HUANG et al, 2007). LAU e co-autores (2000) demonstraram o esion da
dureza em razdo do aumento da proporcdo de goramagein misturas com gelatina tipo B
reticuladas com fons €a Em estudo com hidrogéis obtidos a partir de mastale diferentes
tipos de amido de arroz e diferentes polissacasidesticulados com Caglo aumento da

concentracdo de GG favoreceu a dureza dos géis KHBJ& al, 2007).

5.5.2 Elasticidade

Pequenas distancias de penetracdo da probe anteptdea estrutural indicam uma
baixa elasticidade do gel, enquanto distanciasmesiadicam géis mais elasticos.

A concentracao de cloreto de aluminio ndo alterguificativamente a elasticidade dos
hidrogéis reticulados ionicamente, para ambas@sopgdes avaliadas (1:1 e 4:1).

A dupla reticulagéo nao influenciou significativames a elasticidade dos hidrogéis G:P
1:1 (p>0,05), entretanto reduziu a elasticidade hidsogéis G:P 4:1 na presenca da maior
concentracdo de reticulante i6nico (GP41_AlI5 GO0,%5R41 Al5 G1), tornando-os mais
quebradicos (p<0,05).

A proporcdo G:P 4:1 originou hidrogéis de maiorsétiddade que os compostos pela
mistura G:P 1:1 (p<0,05), o que deve estar relaciora elevada organizacao estrutural das
cadeias de goma gelana em dupla hélice, que pemntjtee o gel sofra uma deformacao e

retome a forma inicial, conferindo elasticidadeder.
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5.5.3 Forcga do gel

A forca do gel, assim como a dureza, esta relad@daestrutura do gel, pois reflete a
forca que o gel suporta antes de se romper. Notenesse parametro, diferentemente da
dureza, € obtido a partir da curva de foreesusdistancia, sendo que a distancia é fixada em
um valor no qual ndo se observa a ruptura do gedstégio inicial de pouca deformacéao.

Como a menor distancia de ruptura observada eydes tas amostras analisadas foi de
1,14 mm, fixou-se o valor de 1 mm para medir adalg gel, pois a essa distancia todos os geéis
testados se apresentavam com deformacdes pequestasteras ndo rompidas.

Observou-se uma correlacdo em que os hidrogéis esfeme maior dureza também
apresentaram a menor e a maior for¢ca (GP11_AI3_&GB41_AI5_G1, respectivamente).

Para as amostras reticuladas ionicamente, a manaentracdo de Alg(5%) originou
hidrogéis mais fortes somente entre a propor¢cdol@:Fp<0,05), assim como observado para
a dureza.

Para os hidrogéis de proporcdo 1:1, a dupla regjéal ndo alterou a forca do gel
(p>0,05).

Para as amostras de proporcao 4:1, a dupla reffmulariginou géis mais fortes que os
reticulados ionicamente (p<0,05) exceto para oGfetl AI3_G1 (p>0,05). Sendo que, como
observado nos resultados de dureza, o hidrogel G®31G1, de maior grau de reticulacao e
proporcéao 4:1 foi o hidrogel mais forte (0,534 pQ,05).

Entre os duplamente reticulados, a proporcdo GtRdginou os hidrogéis mais fortes
(p<0,05). Conforme observado para a dureza, agOegacovalentes introduzidas entre as
cadeias poliméricas, somada a estrutura altamegémiaada em dupla hélice devido a maior
proporcao de GG, originou uma rede muito mais texsig, que impde uma maior resisténcia a

probe mesmo a uma pequena distancia de penetragi, re reflete a maior forca da estrutura.

5.5.4 Coesividade

A coesividade reflete o grau de dificuldade em rengpestrutura interna de um gel e é
obtida a partir das areas positivas do graficoadeafversustempo. Quanto mais coeso, mais
fortemente interconectada é a estrutura e maisildéfio rompimento de sua rede (LAdd al,
2000; CARDOSCrt al, 2017).

A concentragdo de Alglndo alterou de maneira significativa a coesividads
hidrogéis reticulados ionicamente, tanto para gggio 1:1 quanto para a proporgdo 4:1
(p>0,05).
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Na proporcao 1:1, ndo houve diferenca estatistinéarggnificativa entre a reticulacao
ibnica e a dupla reticulacéo (p>0,05). Ja parsop@rtao G:P 4:1, a dupla reticulacdo reduziu a
coesividade, sendo a amostra GP41_AlI5_G1 a memss ¢0,334) (p<0,05).

Dentre os hidrogéis reticulados ionicamente, agugle continham maior proporcao de
gelana (4:1) foram mais coesos que os de prop@gadl:1 (p<0,05), sendo que os hidrogéis
GP41_AI3 e GP41_A5 foram os que apresentaram magsividade dentre todas as amostras
avaliadas (p<0,05).

A proporcdo G:P 4:1 também originou os hidrogéslamente reticulados mais coesos
(p<0,05).

Dentre os hidrogéis duplamente reticulados, as memiaoncentracbes de agente
reticulante i6nico e covalente (5 e 1%, respectam®) originaram redes menos coesas
(p<0,05). A associacao das reticulagdes idnicavalente origina redes mais reticuladas, com
estruturas menos flexiveis devido a introducdo idacbes covalentes entre as cadeias
poliméricas, que reduzem a capacidade de deforndgé@malha e a torna mais quebradica, e,
sob tenséo aplicada pela probe, rompem-se maisétde (CARDOSCet al, 2017).

Esses resultados sugerem que a estrutura intesngéi® duplamente reticulados séo
rompidas mais facilmente sob a primeira forca depressdo, enquanto que as amostras
submetidas a reticulacdo i6nica apresentaram untdznmais coesa, que nao se rompeu
completamente durante o primeiro ciclo de compessécessitando de mais energia para

serem rompidas no segundo ciclo do teste.

5.5.5 Adesividade

Para os hidrogéis obtidos a partir da mistura GiPrdticulados ionicamente, a maior
concentracdo de cloreto de aluminio (5%) originéis ge maior adesividade (p<0,05). Dentre
os hidrogéis com essa mesma proporcao (1:1), dardapte reticulados apresentaram maior
adesividade que os reticulados ionicamente (p<Qe&eto para as amostras GP11_AI3_G0,5
e GP11 AI3_G1. Mesmo comportamento foi observada palureza dessas amostras.

A concentracdo de cloreto de aluminio ndo altereu ndaneira significativa a
adesividade dos hidrogéis G:P 4:1 reticulados @nente (p>0,05). Entretanto, para essa
proporcao, a dupla reticulagéo originou hidrogé@snadesivos (p<0,05), sendo que a amostra
GP41_AI5_G1 foi a que apresentou maior adesividbatgre todas as avaliadas (169,30 g.s)
(p<0,05).

A proporcdo G:P 4:1 originou os hidrogéis mais aass tanto para os reticulados

ionicamente quanto para os duplamente reticulgokd® @5).

40



Capitulo 1

A confirmacdo da adesividade dos hidrogéis queapass por processo de reticulagdo
foi significante, pois € uma caracteristica fundataleque deve ser preservada, uma vez que o
objetivo é a obtencédo de sistemas mucoadesivos sealas micro e nanométrica para a
liberacéo colonica do resveratrol.

Os resultados de dureza, elasticidade, forca do gmésividade e adesividade
demonstraram que essas propriedades foram sigmificeente afetadas pela composicao e
grau de reticulacédo dos hidrogéis, sendo possigbtencdo de diferentes estruturas a partir da
combinagéo de diferentes propor¢cdes entre GG edHementes concentracdes de agentes
reticulantes i6nico (AIG) e covalente (glutaraldeido). Por exemplo, a dudes géis pbde ser
aumentada com o aumento da propor¢cdo de goma gedamaistura polimérica, 0 mesmo
ocorreu com a adesividade, sendo que a dupla legém também apresentou um efeito

positivo sobre essa propriedade.

5.6 Estudo das propriedades reoldgicas dos hidrogéis &G:P

As caracteristicas reoldgicas dos hidrogéis devamtanhecidas, uma vez que podem
influenciar o perfil e as taxas de liberacdo dontigo a partir da matriz geleificada (FREITAS
et al, 2006). Os ensaios reoldgicos oscilatorios deedama de tensdo e varredura de
frequéncia permitem avaliar as propriedades recédgilos materiais e foram realizados a fim
de caracterizar o comportamento dos hidrogéis dé°@&iculados ionicamente e duplamente

reticulados.

5.6.1 Varredura de tensao

O teste de varredura de tensdo, no qual se vaeasd@io aplicada a uma frequéncia
angular fixa, fornece informacdo sobre a faixa weoelasticidade linear, que corresponde a
regido em que os valores de G’ e G” mantém-setaates com a variagao da tenséo aplicada.
Nesta faixa ndo ocorrem mudancas permanentesnuduestoriginal da amostra (SCHRAMM,
2006).

A partir desses dados pode-se escolher o valoers£id (forca por unidade de area,
medida em Pascal) a ser utilizado nos testes dedvarn de frequéncia. A vantagem de se
trabalhar utilizando um valor de tensdo dentro algaf de viscoelasticidade linear é que a
deformacéo do material € muito pequena, o quefgigrmque a estrutura interna da amostra €

preservada durante a obtencao dos espectros mesfiRREITASet al, 2006).
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Na Figura 6 estdo apresentados os espectros dedwaarde tensdo do hidrogel
reticulado ionicamente (GP41_AI3) e do hidrogelldogente reticulado (GP41_Al5_G1), que
foram selecionados para determinar a faixa de glasticidade linear.

Figura 6: Espectros da varredura de tensdo para determinlactoxa de viscoelasticidade linearAle
dispersao polimérica reticulada ionicamente (GP43) AB) dispersdo polimérica duplamente reticL
(GP41_Al5_G1).
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A partir dos espectros apresentados, foi possibservar uma ampla faixa de
viscoelasticidade linear, em que os valores de G” enantiveram-se constantes para toda a
faixa de tenséo aplicada, de 0 a 10 Pa. Dessa raaselecionou-se tensao de 1,0 Pa para ser

aplicada na obtenc&o dos espectros mecanicosstes te varredura de frequéncia.

5.6.2 Varredura de frequéncia

A partir dos espectros mecanicos (graficos de @ eversusfrequéncia angular) é
possivel avaliar o comportamento viscoelastico dawmstras e 0s resultados fornecem
informacdes sobre a forga da estrutura dos géigsses sdo mais fortes ou mais fracos
(MARTINEZ-RUVALCABA et al, 2007; SOARESt al, 2013).

Dispersfes aquosas de polimeros hidrofilicos encerdracdes baixas a moderadas,
para as quais a reticulacéo fisica ndo é expressp@anto de originar hidrogéis, geralmente
apresentam comportamento de um fluido newtoniamiretanto, a introducdo de ligacdes
cruzadas devido a reticulacdo da dispersdo poliaeitera seu comportamento, e as redes
obtidas passam a exibir um comportamento visceedaspodendo em alguns casos ser
puramente elastico (HENNINK e VAN NOSTRUM, 2012).

O comportamento reoldgico dos hidrogeéis foi avaliath termos de G’, que representa

0 modulo elastico ou de armazenamento, e de G& rgpresenta o médulo viscoso ou de perda
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(MAHDI et al, 2015). A viscosidade complexa*) também pdde ser obtida através dos

ensaios oscilatérios realizados.
Os valores de G’, G” g* dos hidrogéis a tensédo de 1 Pa e frequéncia2B36ad/s

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela4: Valores de G’, G” ey* para os hidrogéis a tenséo de 1 Pa e frequéecaaB3
rad/s (média = DP; n=3).

Hidrogel G’ (Pa) G” (Pa) n* (Pa.s)
GP11 0,22 £ 0,20 0,44 £0,21 0,33+0,16
GP11_AI3 27,24 +7,72 9,24 +2,44 4,58 + 1,29
GP11_AI5 860,65 + 47,45 159,05 + 7,14 139,30 + 7,64
GP11_AI3_GO0,5 84,83 £ 0,10 19,19 + 0,83 13,84 40,0
GP11 AI3 G1 248,90 + 49,01 49,98 + 7,94 4493514
GP11_Al5_GO0,5 670,10 £ 118,76 115,37 + 17,49 108&,29,06
GP11 A5 G1 462,17 £ 102,15 93,52 + 18,57 65,6006 3
GP41 0,12 + 0,08 0,48 +0,14 0,08 + 0,03
GP41_AI3 2070,33 £ 96,62 385,50 £ 20,13 335,20 505
GP41_AI5 1250,00 + 97,58 226,75+ 17,75 202,20 845
GP41_AI3_GO0,5 1437,67 £ 131,70 277,33 £ 25,43 233,01,36
GP41_AI3_G1 1866,33 + 204,96 335,37 £+ 46,05 326,38,36
GP41 _AI5_GO0,5 576,15 £ 42,07 104,91 + 7,48 93,5184
GP41 _Al5 G1 2411,67 + 351,40 468,07 + 64,36 39%,66,82

Para as dispersdes poliméricas néo reticuladansaid de 1 Pa e frequéncia de 6,283

rad/s, G” foi o dobro de G’ para a amostra GP1fiaga a amostra GP41, G” foi quatro vezes

maior que G’ (Tabela 4). A Figura 7 apresenta pe@sos mecanicos dessas dispersdes (GP11

e GP41), nos quais € possivel observar que a blaeqgencias ha predominio de G”, portanto

um comportamento predominantemente viscoso.

Figura 7: Espectros mecanicos dos hidrogéis néo reticulaji@P11 e B) GP41.
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Nestes espectros ocorre um ponto de cruzamen® @her G”, a partir do qual passa a
predominar o comportamento elastico, em que G’ iommue G”. O mddulo elastico (G")
mostrou-se dependente da frequéncia, sendo quepcanmento da frequéncia, ocorreu um
aumento de G’ (Figura 7). O comportamento aprederitalica que as dispersbes de GG:P nao
reticuladas originam hidrogéis mais fracos estalinente se comparados aos hidrogéis
reticulados (KHONDKARet al, 2007; CARDOSO, 2014).

Os espectros mecanicos dos hidrogéis reticuladusaimente estdo apresentados na

Figura 8.

Figura 8. Espectros mecanicos dos hidrogéis reticulados aomate A) GP11l Al3; B)
GP11_Al5; C) GP41_AI3 e D) GP41_Al5.
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Pode-se observar que, de fato, a reticulacdo alteramportamento reoldgico, sendo
gue os hidrogéis de GG:P obtidos pela reticulagioca exibiram um comportamento
predominantemente elastico para toda a faixa dpi@mcia angular avaliada, observado pela
predominéncia de G’ sobre G”, diferentemente ddsdgéis ndo reticulados (Figura 7). Ainda,
para a amostra GP11_AI5 é possivel observar qualoses de G’ e G” foram praticamente

independentes da frequéncia angular (Figura 8 B).
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Para esses hidrogéis reticulados ionicamente, @saptou valor 3 vezes maior que G”
para a amostra GP11_Al3 e para as demais amass$raalores de G’ foram aproximadamente
cinco vezes maior que G” (Tabela 4).

Os espectros mecanicos dos hidrogéis duplamerniteilaglos estdo apresentados na

Figura 9.

Figura 9: Espectros mecanicos dos hidrogéis duplamente ladicsi A) GP11 AI3 _GO0,5 e
GP11 AI3_G1; B) GP11 _Al5_GO0,5 e GP11 Al5 G1; C) GRM3 _GO0,5 e GP41 AlI3 Gl e
D) GP41_AI5_GO0,5 e GP41 A5 G1.
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Os valores de G’ permaneceram maiores que val@es”dpor toda a varredura de
frequéncia para os hidrogéis duplamente reticulassdo que em alguns casos, quase retas
paralelas séo observadas, o que evidencia a predoam da caracteristica elastica dos géis.

Os hidrogéis reticulados ionicamente e duplamendticulados, apresentaram
comportamento de géis elasticos, uma vez que hoonge predominancia de G’, de cerca de
cinco vezes maior que G” (exceto para o hidrogellG Al3, para o qual G’ foi 3 vezes maior
que G”) (Tabela 4).

A densidade de reticulagdo dos hidrogéis pode aterrdinada com base nos estudos
reolégicos, a partir da Equacao 4 (SAXEN#al, 2011):

G' = Sw" Equacéo 4
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em queG’ € o modulo de armazenamers® a resisténcia do geb, € a frequéncia oscilatoria
e n 0 expoente viscoelastico, ser@le n parametros indicativos da densidade de reticuldgdo
gel.

Foi avaliada a correlacdo dos dados dos espectcamcos com a equagao acima, e 0s
valores dos coeficientes de determinac&p €rdos parametroS e n estdo apresentados na
Tabela 5:

Tabela 5: Valores dos parametr@&e n e dos coeficientes de determinac&) ¢btidos para
os diferentes hidrogéis de GG:P.

Hidrogel S n re

GP11 0,025 1,482 0,997

GP11 _AI3 19,716 0,160 0,966

GP11 AlI5 685,402 0,111 0,985
GP11 AI3 _GO0,5 67,251 0,119 0,987
GP11 AI3 G1 196,262 0,124 0,996
GP11 AI5 GO0,5 545,132 0,101 0,988
GP11 A5 G1 358,084 0,128 0,991
GP41 0,023 1,314 0,999

GP41 AI3 1591,757 0,113 0,901
GP41 _AlI5 949,662 0,125 0,940
GP41 _AI3_GO0,5 1108,762 0,116 0,942
GP41 AI3 G1 1466,780 0,109 0,946
GP41 A5 _GO0,5 454,929 0,114 0,970
GP41 A5 G1 1883,371 0,128 0,994

Segundo Saxena e co-autores (2011), quanto maialoo deS e menor o valor da,
maior € a densidade de reticulacéo da rede quaforndrogel (SAXENAet al, 2011).

Para os hidrogéis nao reticulados GP11 e GP4laigedvalores d& (0,025 e 0,023,
respectivamente) e elevados valoresndd ,48 e 1,31, respectivamente) indicam a estrutura
fraca e menos reticulada, quando comparadas aaeghid reticulados ionicamente e
duplamente reticulados. Os resultados corroboram @® espectros mecanicos obtidos para
essas amostras. Comportamento semelhante foi adeepor Cardoso (2014) para hidrogéis
de misturas de amido retrogradado e goma gelaneetiéolados (CARDOSO, 2014).

Os valores d&dos hidrogéis reticulados ionicamente variarameeb®,72 e 1591,76, e
os valores de variaram entre 0,11 e 0,16 (Tabela 5). Para aedéis duplamente reticulados,
os valores d&variaram entre 67,251 e 1883,37 e os valores elgre 0,10 e 0,13 (Tabela 5).
Os maiores valores d8 e menores valores de apresentados pelos hidrogéis duplamente
reticulados indicam que a associagao entre a l&t@o idnica e covalente originou redes mais

fortes e mais reticuladas.
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Dentre as amostras duplamente reticuladas, osddidrabtidos a partir da proporgéo
G:P 1:1 apresentaram valor médioSQlee 291,68 e valor médio aede 0,118. Ja os hidrogéis
obtidos a partir da proporcédo G:P 4:1 apresentaraior médio deS de 1228,46 e o valor
médio den de 0,117. Os maiores valores 8& 0s menores valores deapresentados pelas
amostras de proporcao G:P 4:1 indicam redes der mansidade de reticulacao.

A maior concentracdo de GG deve contribuir par@aécado de uma rede mais densa e
empacotada, bem como para a formacdo de uma estmmais organizada, pois apés a
geleificacdo desse polissacarideo, suas cadeiaseap@am-se bastante ordenadas, na forma de
dupla hélice, agregadas nas zonas de juncao (MIY@SB#&l, 1995).

Nos ultimos anos, os sistemas baseados em hidrogé@isrespondem a estimulos
especificos tém demonstrado grande potencial devgle resposta ativa a estimulos externos,
tais como temperatura, pH, presenca de ions e aaz@specificas (FANt al, 2010). Os
hidrogéis desenvolvidos e caracterizados nestautapgbodem atuar como SLCF e foram
empregados na obtencdo de sistemas micro e nammatara a liberacdo do resveratrol, e

serdo apresentados nos proximos capitulos.

6 CONCLUSOES

Foi demonstrado que o0s polissacarideos naturais €@ apresentaram um
comportamento ndo citotéxico nas concentracdeadastfrente as células Caco-2 e HT29-
MTX.

O comportamento pH dependente do potencial zetaddgersdes poliméricas foi
demonstrado e os dados obtidos, além de servirem base para a determina¢éo do pH mais
adequado para a obtencdo dos sistemas micro e ardoolados, devem contribuir para a
interpretacdo dos mecanismos de mucoadesao demassbbtidos a partir desses materiais.

Os hidrogéis avaliados apresentaram comportamemoanicos e reologicos altamente
dependentes de suas composic¢des, variando confograel de reticulagéo e a proporcao entre
GGeP.

Os resultados do estudo das propriedades mecaltsdsdrogéis demonstraram que a
variacdo da proporcdo entre GG:P e ambos os tiposetitulacdo promoveram mudancas
significativas nas matrizes poliméricas obtidasidseque os hidrogéis preparados a partir da
proporcdo G:P 4:1 apresentaram maiores valores uleza elasticidade, coesividade e
adesividade, independentemente do grau de retisulatambém foi observado que nesta
mesma proporcéo (4:1), quando submetidos a duplaulexdo, as estruturas dos hidrogéis

foram mais fortes.
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O processo de reticulagéo ionica e ibnica/covaldagedispersdes de GG:P permitiu a
obtencdo de hidrogéis mais resistentes e de coampento viscoelastico, conforme
demonstrado pelos ensaio de TPA e reologia.

Os resultados apresentados neste capitulo denramstrgue a mistura de dois
polissacarideos naturais, associada a modificagfiescas, através do processo de reticulacéo,
resultaram em hidrogéis de variadas caracteristiggginicas e reoldgicas, as quais podem ser
moduladas, ao variar proporcdo polimérica e comgefid de diferentes reticulantes, para
atender necessidades especificas do uso pretendido.

Os dados apresentados neste capitulo também seommbase para o entendimento e
a explicacdo de comportamentos apresentados pemsis de liberacdo de farmacos obtidos a
partir de hidrogéis de misturas de GG e P, comomasoesferas e as nanoparticulas

desenvolvidas e apresentadas nos préoximos capitulos
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RESUMO

A GG e a P sdo materiais promissores para o delsaneoto de sistemas de liberacéo
colon-especifica de farmacos, uma vez que sadeets as enzimas encontradas nas porcdes
superiores do TGI, porém, sdo degradadas especdit® por enzimas produzidas pela
microbiota colénica. Além disso, ambas apresentarcoadesividade, o que permite a adeséo
do sistema ao muco, uma potencial estratégia panargar o tempo de retencédo do farmaco no
sitio alvo, bem como estabelecer um contato maisidncom a mucosa, ambos fatores que
podem potencializar o efeito terapéutico. O resw@r@RES) é um polifenol com reconhecidas
propriedades antioxidantes e tem demonstrado oatrnasades como prevenir ou retardar o
inicio de tumores e inflamacgdes, caracteristicam@soras para o tratamento de patologias que
acometem a porcdo distal do TGI, como céancer oo colite. No entanto, por ser
rapidamente absorvido e metabolizado nas por¢@esistes do TGI, a quantidade de RES que
atinge o célon é insuficiente para promover o efttapéutico desejado. As microesferas sao
sistemas multiparticulados, que apresentam algwaasgens como a protecdo do farmaco
encapsulado e a vetorizagdo para um sitio espe@fforam empregadas na encapsulacdo do
RES. Sua obtencéo é possivel através da geleifi¢gagétropica, uma técnica simples, que nao
utiliza solventes organicos e com possibilidad@melucdo em escala industrial. O objetivo do
presente estudo foi a obtencdo e a caracterizagdmidroesferas de GG:P, duplamente
reticuladas, explorando a técnica da geleificag@wtiopica, visando a liberacdo colon-
especifica do RES. Utilizou-se como reticulantasicd e covalente o cloreto de aluminio
(AIC3) e o glutaraldeido (Glu), respectivamente. Foilizado um planejamento fatorial
saturado 2* para avaliacdo dos efeitos da proporcéo polimée:P), das concentracdes de
polimeros, AlG, Glu e farmaco e dos tempos de reticulacdo eny AlGlu sobre respostas
como tamanho, forma e liberacdo em meio &cido.rkigtografias demonstraram o farmaco
disperso na matriz polimérica e a superficie rugdaa microesferas, que apresentaram
diametro médio entre 765,3 e 921,2 um, indices idalaridade entre 0,737 e 0,819,
demonstrando sua forma aproximadamente esféricstebdicdo de tamanho homogénea,
evidenciada pelos baixos valores de indice Spa®s @0,24). O tamanho foi influenciado pelas
concentracbes de farmaco e de polimeros, seguisicalaentracdes de reticulantes Glu e
AlC3;, sendo as maiores microesferas as da formulacd8. M\ circularidade foi mais
influenciada pela concentracdo de polimeros, pelapgocdo polimérica G:P e pela
concentracdo de farmaco, sendo as microesferascimaitares as das formulacbes M 4, M 7 e
M 8. Elevados valores de eficiéncia de encapsulém@on alcancados para todas as amostras

(96,3 a 98,7%). As elevadas capacidades de absdedimuidos e de intumescimento das
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particulas foram evidenciadas, enquanto 0 menamiescimento em meio acido (30% menor
gue em pH 6,0 e 24% menor que em pH 7,4) demonstommportamento pH dependente das
microesferas desenvolvidas. A absor¢do de liqulgle 1,2 foi cerca de 11% menor que em
pH 6,0 e cerca de 25% menor que em pH 7,4. A ereadou entre 8,4 e 12,1%, e nao foi
influenciada pelo pH. A solubilidade do RES em HCIN (pH 1,2) e em tampao fosfato de
sédio (pH 6,8), ambos com 1% de tensoativo, foll@@,5 e 249,8 ug/mL, respectivamente,
garantindo as condi¢cdsskpara o ensaio de dissolugdo. Em 4gua e em tan(a®9d, ambos
sem tensoativo, as solubilidades foram de 42,7,& 4g/mL, respectivamente. A porcentagem
de farmaco liberado apds 120 minutos em meio a@dou entre 15,7 e 26,9%, e concentracao
de farmaco e a proporgdo polimérica G:P exerceramaiar influéncia sobre esse parametro.
As microesferas apresentaram elevada capacidadeadrsgiva, evidenciada pelos tesites
vitro de interacdo com a mucieax vivoutilizando intestino de porco. Baseado nos redofta

de tamanho, circularidade e liberacdo do farmacaneio acido, os quatro fatores escolhidos
para o planejamento fatorial complefof@am a proporcédo polimérica G:P, e as concengsacd
de AIG;, Glu e farmaco, os quais tiveram seus valoresdas em trés diferentes niveis (-1, 0 e
+1). J4 a concentracdo de polimeros, e os tempaidglacdo em Alge em Glu tiveram seus
valores fixados no nivel baixo (-1). Microesferapldmente reticuladas, capazes de controlar a
liberacdo do RES, foram obtidas com sucesso pelimdoéda geleificacdo ionotropica e
caracterizadas, sendo que a aplicacdo de um phlaeegja fatorial permitiu avaliar, com um
namero reduzido de formulacdes, o efeito de sd¢eetites fatores sobre as caracteristicas dos

sistemas desenvolvidos e selecionar os fatoresinilaisntes para estudos futuros.

Palavras-chave: microesferas, liberacdo coldnica, geleificacdo fidpmca, planejamento

fatorial, resveratrol
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ABSTRACT

GG and P are promising materials to be used idévelopment of colon specific drug
delivery systems, since they are resistant to eezyiound in the upper GIT, however, they are
specifically degraded by enzymes produced by colomicrobiota. In addition, both present
mucoadhesiveness, which allows the adhesion ofytbiem to the mucus, a promising strategy
to prolong the time that the system remains attéinget site as well as to establish a more
intimate contact with the mucosa, both factors thmgty potentiate the therapeutic effect.
Resveratrol (RES) is a polyphenol with recognizetioxidant properties and has shown other
activities, such as prevent or delay the onset whors and inflammation, promising
characteristics for the treatment of diseases dffatt the distal portion of the GIT, such as
colonic cancer and colitis. However, it is rapidipsorbed and metabolized in the upper
portions of the GIT, the amount that reaches tHences insufficient to promote the desired
effects. Ms are a multiparticulate system that gmés some advantages, such as protection of
the encapsulated drug and targeting to a spediéc and were used to encapsulate RES. It is
possible to prepare Ms through ionotropic gelataosimple technique that does not use organic
solvents and with the possibility of industrial lecaroduction. The aim of the present study
was to prepare dual-crosslinked Ms of GG:P throiggiotropic gelation and to characterize
them, intending the colon-specific release of RESuminium chloride (AICk) and
glutaraldehyde (Glu) were used as ionic and covatessslinkers, respectively. A saturated
factorial design 2* was performed in order to evaluate the effectpafmer ratio (G:P),
concentrations of polymer, AKCGlu and drug, and crosslinking time in Al@nd in Glu on
responses such as size, shape and drug releas& imedia. Photomicrographs showed the
drug dispersed through the polymer matrix and tlerbugh surface, that presented average
diameter between 765.3 and 921.2 um, circularitgexes between 0.737 and 0.819,
demonstrating their approximately spherical shaped homogeneous size distribution,
evidenced by the low Span index values (0.15 td)0.2he size was influenced by drug and
polymer concentrations, followed by concentratiohshe crosslinkers Glu and AiCand the
largest was the M 8 formulation. The circularity svmore influenced by concentration of
polymers, by polymer ratio G:P and by drug concditn, and the more circular microspheres
were those from M 4, M 7 and M 8 formulations. Highcapsulation efficiency values were
achieved for all formulations (96.3 to 98.7%). Thgh liquid uptake and swelling capacities of
the particles were evidenced, while the lower swglin acid medium (30% lower than in pH
6.0 and 24% lower than in pH 7.4) demonstratedpthalependent behavior of the developed
microspheres. The liquid uptake in pH 1.2 was axprately 11% lower than in pH 6.0 and
approximately 25% lower than in pH 7.4. The erosranied between 8.4 and 12.1%, and it
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was not influenced by the pH. The solubility of RES0.1IN HCI (pH 1.2) and in sodium
phosphate buffer (pH 6.8), both containing 1% affesttant, was 169.5 and 249.8 pg/mL,
respectively, ensuring the sink conditions for diesolution test. In water and in TC199 buffer,
both without surfactants, the solubility was 42nd @&4.3 pg/mL, respectively. The percentage
of drug released after 120 minutes in acid mediamed between 15.7 and 26.9%, and it was
more influenced by the drug concentration and pelynatio G:P. The microspheres showed
high mucoadhesiveness, evidenced byirthetro interaction with mucin anex vivotests using
porcine intestinal tissue. Based on the resultsipg, circularity and drug release in acid
medium, the four variables chosen for the full ésiei design 2 were polymer ratio G:P, and
concentrations of Alg; Glu and drug, that had their values varied ieehdifferent levels (-1, 0
and +1). The polymer concentration, crosslinkinges in AIG and in Glu had their values
fixed on the lower level (-1). Dual-crosslinked M®pable of controlling the release of RES,
were successfully obtained through ionotropic getatechnique and characterized, and the
factorial design performed allowed evaluating, wéthreduced number of formulations, the
effect of seven different variables on charactessof the developed systems and selecting the

most influent factors to future studies.

Keywords: Microspheres, colonic releasenotropic gelation, factorial design, resveratrol.
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1 INTRODUCAO

A via oral é a via mais comumente utilizada paedministracdo de farmacos, por ser
considerada uma via n&o invasiva e por razbes amnweniéncia e facilidade de aceitacéo
pelos usuarios de medicamentos (CU&Yal, 2014; LAM e GAMBARI, 2014; FERRARét
al., 2015). Apesar das diversas vantagens que apseseomo comodidade, esquema
terapéutico mais simples e sob o controle do pegig@osologia flexivel e facil administracao,
essa via ainda imp&e importantes obstaculos a ssuparados (FASANO, 1998; KHAFAGY
et al, 2007; PINTO, 2010; ISH#At al, 2012).

Os principais problemas associados a administraga@loestdo relacionados a falta de
especificidade na distribuicdo do farmaco pelo wigyao, que pode ser absorvido
sistemicamente, se distribuir por outros 6rgaoscilds além do de interesse, ou entao ser
degradado prematuramente pelas condi¢cdes drasticamtradas no estbmago, como ocorre
com alguns farmacos, principalmente os de natyexaica. Além disso, outra desvantagem é
a necessidade de administracdo de altas doses@atngir o sitio alvo em concentracao
suficiente para o efeito terapéutico (TORCHILINDRDHUA et al, 2015).

Porém, tais dificuldades podem ser superadas cdaesenvolvimento de novos SLCF.
Atualmente, o desenvolvimento de sistemas capazébatar o farmaco em um sitio ou 6rgéao
especifico tem sido um grande desafio e alvo dmémas pesquisas (GREGORIADIS, 1981;
TORCHILIN, 2000; OLIVEIRA e CAVALCANTI, 2007; PINTQ2010).

A liberacdo sitio-especifica se justifica devidmecessidade crescente em se liberar
alguns farmacos de maneira localizada, no sitiag@® ou absor¢cdo da molecula, a fim de
reduzir danos ou efeitos indesejados em outrogldecsaudaveis, principalmente quando se
trata de farmacos citotoxicos (RUBINSTEIN, 1990).

Além disso, a vetorizacdo de farmacos para um effiecifico mostra importantes e
particulares vantagens biofarmacéuticas e farmaébcas, como reducdo da dose requerida
para atingir concentracdes terapéuticas, maximizalgi sua concentracdo na regido a ser
tratada, reducdo da incidéncia de efeitos adveososnesmo efeito sistémico indesejado,
melhora da biodisponibilidade e otimizacdo doste$efarmacoldgicos, que podem resultar na
maior adesao do paciente ao tratamento (RUBINSTEIN0; SASTRYet al, 2000; SINHA e
KUMRIA, 2003; MAIOR et al, 2008).

Os sistemas de liberacdo vetorizada também sdardiarhental importancia para o
tratamento local em érgdos cujo acesso dos farmsgjasdificultado por questdes anatomo-
fisioloégicas (RUBINSTEIN, 1990).
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Vetorizar farmacos para diferentes sitios do TGQGinéa tarefa que exige abordagens
diferenciadas e especificas para cada 6rgao desste Dentre 0s possiveis sitios alvos nos
diferentes segmentos do TGI, o célon tem atraictabée interesse nas Ultimas décadas como
importante sitio de liberagéo de farmacos (FERR&RIl, 2015).

A vetorizacdo de farmacos para o coélon, atravésdiainistracdo oral, tem grande
importancia no tratamento de diversas patologias gcometem esta regido, como colite
ulcerativa, doenca de Crohn, amebiase, sindrometektino irritavel, cancer coldnico, dentre
outras, e pode, em alguns casos, evitar a necdsside tratamentos considerados
desconfortaveis, como, por exemplo, 0 uso de enapiasados via retal. Entretanto, o célon
também permite a absor¢cdo de farmacos para o tatamde doencas sistémicas
(RUBINSTEIN, 1990; PHILIP e PHILIP, 2010).

Além disso, fatores como tempo de transito maidopgado, reduzida atividade
proteolitica e pH préximo da neutralidade tornamemtbiente colénico mais ameno em relacéo
as porcdes superiores do TGl e, portanto, de grandeesse para a vetorizacdo de alguns
farmacos que apresentam problemas de estabilidaep proteinas, peptideos e alguns
farmacos, que podem ser degradados no meio estof@atfaURASIA e JAIN, 2003).

Véarias sdo as estratégias utilizadas para se alcangiberacdo coélon-especifica de
farmacos, como o uso de revestimentos poliméricos aegradacdo pH e/ou tempo
dependentes, sintese de pré-farmacos, sistemastiossn@® sistemas degradaveis pela
microbiota colonica (KINGETet al, 1998; LEOPOLD, 1999; SINHA e KUMRIA, 2001b;
CHOURASIA e JAIN, 2004; MAIORet al, 2008).

Considerando a grande variabilidade interindividietempo de transito e os diferentes
valores de pH ao longo do TGl, os sistemas basaalaegradacdo enzimatica especifica do
meio colénico sdo considerados uma alternativa oaifiavel, ja que esse ultimo parametro é
menos variavel (MAIORet al, 2008; FERRAREt al, 2015).

A GG e a P sao polissacarideos aniénicos que vadosanplamente exploradas para o
desenvolvimento de diferentes SLCF. Sdo capazedomearem géis com propriedades
mucoadesivas, e podem ser degradadas especifi@anpamt enzimas produzidas pela
microbiota col6nica. Além disso, a P permanece cagregados de macromoléculas no
ambiente acido do estbmago, nao sendo digeridprptFases e amilases ali presentes (SINHA
e KUMRIA, 2001b; a; VANDAMME et al, 2002; OGAWAZ et al, 2006; PICONE, 2008;
SOUTO-MAIORet al, 2010; MORRISet al, 2012). Sendo assim, ambas sdo promissoras para
serem empregadas na obtencdo de sistemas de dibecaonica, como, por exemplo,

microesferas e nanoparticulas.
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As microesferas sdo sistemas multiparticuladosppaeem melhorar a estabilidade do
farmaco encapsulado, controlando sua exposicadiaentes ambientes do TGl, protegendo-
0 da destruicdo em outros sitios que ndo o de &gfutro lado, a encapsulagdo do farmaco
também pode evitar possiveis efeitos toxicos dmdao sobre o organismo (CELLE& al,
2004).

Microesferas obtidas a partir de diversos matepalsnéricos tém sido estudadas para
a liberacdo controlada dos mais diferentes farm@s@NIHOTRI et al, 2006; BABUet al,
2010; MAITI et al, 2011; BULMEREet al, 2012; PREZOTTEt al, 2014; BONIet al, 2015).
Ainda, a liberacdo pode ser controlada pela degémdespecifica dos materiais que constituem
as microesferas, permitindo delinear perfis derdib@o conforme necessidades terapéuticas
especificas e vetorizar o farmaco a um tecido ogédralvo (CELLESIet al, 2004;
FREIBERG e ZHU, 2004; GAMBOA e LEONG, 2013).

O sistema empregado para vetorizar um farmaco@addon deve ser capaz de manter
a integridade do farmaco, protegendo-o contra degé&o e/ou absor¢cédo prematura nas porgoes
superiores do TGI até atingir o célon; deve aintaré-lo apenas no sitio alvo a uma taxa
suficiente para produzir a acdo farmacoldgica esj@ere o sistema deve ali permanecer por
tempo suficiente para garantir essa acado, mantemgor interacdes especificas, para que nao
seja facilmente eliminado (RENUKUNTLAL al, 2013).

Quando constituidas de materiais bioadesivos, asoesferas podem apresentar
mucoadesividae, e, portanto, aderirem as mucosdsgaitentes sitios como a cavidade nasal, o
trato urinario e, principalmente, o TGI, e, portantonstituem importante sistema para a
liberacdo controlada e sitio-especifica de farm@¢asSIR et al, 2003).

Esses sistemas mucoadesivos apresentam algumaages@s)t uma vez que a
mucoadesao permite um contato mais efetivo e pdogeemais prolongado entre o sistema e o
sitio de absorcédo do farmaco, o que pode melhotaiodisponibilidade. Uma melhora na
absorcdo também pode ocorrer devido ao gradientermsentracdo que € aumentado no local
onde o sistema permanece aderido. Ainda, os sistemudtiparticulados que permanecerem
aderidos ao muco podem ter sua eliminacao retarfadancao do tempo de transito ao longo
do TGl (HAGERSTROM et al., 2000; MORISHITA e PEPRA®H06; GAMBOA e LEONG,
2013).

Microesferas podem ser obtidas pela técnica defigatgio ionotropica, que permite a
encapsulacdo dos mais diversos materiais, comdasgltarmacos, enzimas, dentre outros
(READ et al, 2001; BETIGERI e NEAU, 2002; MAITé&t al, 2011).

Este método baseia-se na habilidade dos polimédosfiticos carregados positiva ou
negativamente (polieletrélitos) interagirem com siotle cargas opostas, originando redes
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tridimensionais reticuladas (BODMEIER al, 1989) e destaca-se dentre as diferentes técnicas
disponiveis para obtencdo de sistemas multipaatiosl baseados em polissacarideos, pois
explora materiais e tecnologias relativamente @s)plem condi¢cdes reacionais amenas,
evitando o uso de solventes organicos ou tempesatetevadas (MAITlet al, 2011),
condicOes altamente favoraveis para preservamabikdade dos farmacos.

Por outro lado, as associagBes poliméricas e oepsocde reticulagdo representam
estratégias racionais para o preparo de matenmars ropriedades moduladas para atender
necessidades terapéuticas especificas (CWRYal, 2009; CARBINATTO et al, 2012,
SOARESet al, 2013; CARBINATTOet al, 2014; MENEGUINet al, 2014; PREZOTTlet
al., 2014).

A reticulacdo idnica se da por interagBes entregagpamentos carregados do
polieletrolito e ions de carga contraria, jA actdtcdo covalente ocorre quando um agente
reticulante estabelece ligacbes covalentes comadsias poliméricas. A associacao entre
ambos os tipos de reticulagdo, ibnica e covale@btencdo de um sistema de liberagdo pode
ser complementar, aumentando o grau de reticuldgdoalha polimérica.

Esse aumento pode levar a maior fixacdo dos grupasididroxila do polimero, os
quais se tornam menos disponiveis para interagir cameio aquoso e acido do estdémago,
reduzindo as taxas de intumescimento e eroséo tt& rmaconsequentemente, a liberacdo do
farmaco neste meio (Mt al, 2003).

Mi e co-autores (2003) exploraram a dupla reticidage microparticulas de quitosana
com genipina e observaram uma significativa redug@otaxas de intumescimento em meio
acido em comparacdo as reticuladas apenas ionitangem tripolifosfato. O mesmo foi
observado em estudo por Kulkarni e colaborador@sl(?com microesferas de goma gelana e
albumina utilizando o ion célcio como reticulande@ico e como reticulante covalente o Glu,
para o qual, o tempo de liberacdo do diltiazem amimoeem 2 horas com a dupla reticulacao.

O resveratrol (RES) €& um polifenol natural com rndmridas propriedades
antioxidantes, encontrado em alimentos como uvabpwuinto, amendoins e algumas plantas
medicinais (WALLEet al, 2004; POLLACK e CRANDALL, 2013). Além de suasvadades
cardioprotetora e anti-inflamatoria, suas proprikgaantimutagénicas tém sido comprovadas.
Estudosin vitro demonstraram sua capacidade de inibir a proli#eragelular e induzir a
apoptose, além de bloquear a progresséo do citidacee diversas linhagens celulares de
cancer humano, como o colénico (TESSITO&Eal, 2000) e os de mama, pulméo, prostata,
figado e pancreas.

Kaldas e co-autores (2003) demonstraram que céhtlestinais Caco-2 sdo capazes de
acumular RES, evidenciando os enterdcitos como otanpial sitio alvo da liberacdo deste
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agente antiproliferativo (KALDASt al, 2003). Em estudo com ratos submetidos a injegées
dimetilhidrazina para a inducao de lesdes no c@administracédo oral de trans-resveratrol foi
capaz de reduzir lesbes pré-neoplasicas sem efaliersos evidentes, demonstrando que o
RES contribui para o tratamento de cancer colofAtdARAS et al, 2010).

O RES demonstrou resultados promissores contrasdivedoencas que acometem a
porcao distal do TGI, como céancer colonico e cdiESSITOREet al, 2000; DAS e NG,
2010a) No entanto, a rapida absorcédo e metabotizdgd&ES nas porcdes superiores do TGl
fazem com que a quantidade de farmaco que alcacg#on seja baixa e insuficiente para o
tratamento de patologias locais (DA&Bal, 2008) e se faz necessario sua encapsulacdo em um
sistema de liberacdo célon-especifico.

O desenvolvimento de um novo sistema de liberagdedslo em tentativa e erro, no
qual se varia um fator por vez, fixando os demaigmficando o resultado frente algumas
respostas de interesse pode ser considerada umeatéttrapassada, tendo em vista todas as
ferramentas estatisticas disponiveis na atualidamap as de planejamento de experimentos.
Além do material gasto em excesso, através detitemtaerro nem sempre € possivel alcancar
condicbes Otimas em tempo habil e com confiabikdaé resposta obtida. Técnicas de
planejamento experimental permitem uma reducaoumeero de ensaios, reduzindo tempo e
custos da pesquisa, além de fornecer informacd®e possiveis interagdes significativas entre
os fatores (ARMSTRONG, 2006; SCHWAAB e PINTO, 2Q011)

O planejamento fatorial fracionado é aquele no gy&nas uma pequena parcela do
namero total de ensaios € realizada. Ele perma#aassimultaneamente o efeito de inUmeras
variaveis realizando um reduzido numero de experiose e, portanto, € bastante Util para uma
andlise exploratoria inicial, pois permite, com gemianalises, triar as variaveis e identificar os
fatores mais significativos e 0s menos impactanéssrespostas de interesse. Além disso, por
evitar o numero exorbitante de ensaios que um palar@nto completo pode exigir, ha ainda
economia de recursos e tempo (NETO et al., 2010b).

No presente trabalho foi aplicado um planejameatoril fracionado do tipo’2 no
presente trabalho, a fim de avaliar as melhoreslicdas para obtencdo de microesferas
mucoadesivas de goma gelana/pectina com propriggadmissoras para a liberacao colénica
do RES, bem como aprofundar o conhecimento sobre ais parametros de processo e de
formulacdo podem influenciar nas propriedades desiseemas.

As microesferas foram obtidas através do meétodo gdreificagcdo ionotrépica,

explorando a dupla reticulacdo com os agentesutatites AIC} e Glu e foram caracterizadas.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Polissacarideos naturais para liberacéo célon-esgéca de farmacos: goma
gelana e pectina

Os polimeros tém sido amplamente explorados nmetstiento de novos SLCF,
possibilitando a veiculacdo de diferentes farmagos simples aprisionamento fisico nas
malhas da rede polimérica ou mesmo por ligacdesleotes farmaco-polimero, conferindo
importantes vantagens como aumento de hidrossiolatdd, reducéo de toxicidade, aumento de
permeabilidade, protecdo contra degradacdo enzendti hidrélise, além da possibilidade de
vetorizacao para um sitio especifico (NAJLAH e D’ENUELE, 2006).

Dentre as diversas classes poliméricas, 0s padigsaos naturais sdo matérias-primas
qgue despertam particular interesse para o desemaito de SLCF, devido as diversas
vantagens que apresentam em relacdo aos poliniei@sces, como por exemplo: atoxicidade,
biocompatibilidade, sdo aprovados para o consunmeahao, podem apresentar relativo baixo
custo, e, dependendo da fonte, podem ser encostedplamente disponiveis na natureza
(KULKARNI et al, 2011). Aléem disso, caracteristicas de biodegifidatle enzimatica
especifica, como ocorre com alguns polissacaridessstentes a digestdo nas porcdes
superiores do TGI, porém degradados especifican@ite microbiota colonica, podem ser
exploradas para o delineamento de sistemas deadéer sitio especifica de farmacos
(BHARDWAJ et al, 2000).

O delineamento de sistemas biodegradaveis baseamlogolissacarideos para a
vetorizacdo de farmacos para o colon tem sido angite estudado. Esses sistemas baseiam-
se no fato de que quantidades significantes deogifiases e polissacaridases de fontes
microbianas estdo presentes no colon. As primeiéas responsaveis por quebrarem di- e
oligossacarideos, ja as ultimas sdo as responspweidegradarem diversos polissacarideos,
dentre elas estd@-D-glicosidase -D-galactosidase, pectinase e dextranase (ZHARNG@I,
2002).

Diversos polissacarideos tém sido empregados nendesimento de sistemas
colénicos devido ao potencial que apresentam, cgmoo, exemplo, pectina, sulfato de
condroitina, dextrana, goma guar, dentre outrosguais ndo séo digeridos nas porc¢des
superiores do TGI, mas sao especificamente degragaalas polissacaridases correspondentes,
produzidas pelas bactérias residentes apenas o @ZHANG et al, 2002).

O co6lon humano contém um grande niumero de bact@aplexas produzindo diversas
enzimas cuja funcé@o é a degradacdo de substaRoagstarem ausentes nas demais porcdes

do TGI, como estbmago e intestino delgado, ess&sorganismos tornam a microbiota
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colénica um ambiente diferenciado, no qual um wiatele liberacdo baseado na degradacéao
enzimatica especifica se torna a estratégia maisigpsora que as baseadas em variacao de
tempo e pH, uma vez que a liberacdo depende dadegfo, que ocorre apenas no sitio alvo, o
célon (RUBINSTEIN, 1990; ZHANG:t al, 2002).

Com o0 avancgo da biotecnologia, ja é possivel ayn@a em larga escala e de maneira
econdbmica de proteinas, peptideos, hormoénios, asciRENUKUNTLA et al, 2013),
inclusive de polissacarideos com propriedades é@&@e; como € o caso da GG, um produto
da biotecnologia moderna, amplamente aceita paraucoo humano e de comercializacéo ja
consolidada no mercado (SUTHERLAND, 2001).

A GG é um exopolissacarideo obtido através do peacee fermentacéo aerdbia pela
bactéria gram-negativ@phingomonas elode®ossui caracteristica hidrofilica, cadeia linear
anibnica. Sua estrutura € constituida de unidagfestidas do tetrassacaridgel(3-D-glicose,
B-1,4-D-acido glicurénicof-1,4-D-glicose eu-1,4-L-ramnose) (Figura 1). Na forma nativa,
possui um grupamento acetil e um gliceril ligadoana Unico residuo de glicose, que sao
removidos por hidrdlise alcalina para gerar as &&momerciais, disponiveis em alto ou baixo
grau de acilagdo (GRASDALEN e SMIDSR@D, 1987; GIAMS et al, 2000; PICONE,
2008; MORRISet al, 2012).

Seu uso tem sido explorado para a obtencdo deenliieesyr SLCF para as mais variadas
vias de administracdo, devido a habilidade de formdrogéis reticulados na presenca de
cations, 0s quais sao resistentes ao calor e a@sacé capazes de encapsular, proteger e
controlar a liberacdo de farmacos, além de aprasenportantes propriedades mucoadesivas
(SALAMAT-MILLER et al, 2005; OGAWAet al, 2006; NARKARet al, 2010; BONIet al,
2015).

Figura 1. Estrutura da goma gelana deacilada com indicac&osittos de ligacdo dos
grupamentos acetil e gliceril da forma nativa (addp de MORRIXt al.(2012)).

Acetil

' -

- CH,OH OH CH,0H & OH
HO o HO o OH
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OH COzH 3
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A P é encontrada em diversas espécies vegetaisigaimente na parede celular, sendo

responsavel pela manutencédo de estruturas e matacao da planta (SOUTO-MAIGRal,
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2010). O bagaco é o principal sub-produto apds argmssamento industrial de macas, e
toneladas de material considerado descarte podemtibeadas como matéria-prima para a
obtencéo de pectina (FERTONAIRSt al, 2009), a qual também pode ser extraida da casca d
frutas citricas, como é o caso de algumas comsrerdke disponiveis (MUNARINet al,
2012).

O principal componente estrutural da P € o homopob linear denominado
homogalacturonana (HG) (Figura 2), compondo ceec&@bo de sua estrutura. Esse dominio
contém acidos D-galacturénicos unidos por ligagieesidicas do tipa-(1->4) que podem
estar esterificados com grupamentos metila e ac&ilsa regido linear da cadeia é denominada
de smooth regiorou regido lisa (VRIESMANN, 2008; CAFFALL e MOHNERQO09; YAPO,
2011; MUNARINet al, 2012).

Figura 2: Representagcdo esquematica da estrutura da peatisaté@do de TARZIA (2010)).

Ramnogalacturonana Il Homogalacturonana Xilogalacturonana Ramnogalacturonana |

O = acido D-galacturénico © © = L-arabinose © =D-apiose é = 0-Acetil
O =L-ramnose O =D-galactose © =L-fucose ? = 0O-Metil
@ = acido D-glucordnico @ =acido acérico @ =D-xilose = Borato
@ =Kdo @ =Dha O =L-galactose

O grau de esterificacdo dos residuos de acidotgadeico presentes nas cadeias das P
€ uma das caracteristicas estruturais mais imgegtaa influentes sobre a habilidade de
geleificagdo deste polissacarideo. As trocas i8nifmacao de ligacbes de hidrogénio e a
capacidade de reticulacdo com cétions multivalesdesaltamente dependentes do numero e da
distribuicdo de grupos metil e acetil ao longo ddeia polimérica (LEVIGNEet al, 2002).
Pectinas de baixo grau de metoxilagdo contém urarmamero anions carboxilatos livres nos
residuos de acido galacturénico, responsaveisiqelacdo com cations di ou polivalentes que
resultam na geleificagdo (MCCONAUGH:t al, 2008).

As demais regides da P sdo altamente ramificag@asnginadas de ramnogalacturonana
l e ll (RG 1 e ll), sdo também chamadas ha@ry regionou regiao ramificada, e possuem
diversas cadeias laterais compostas pelos maisdeari tipos de aclcares (Figura 2)
(MUNARIN et al, 2012)
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Um dos modelos que tradicionalmente descreve aslign dos dominios da P para
originar a macromolécula é a alternancia entréesgiisas de HG e regides ramificadas de RG,
porém alguns autores sugerem um modelo em que MG fazem parte das cadeias
laterais dos dominios RG (SCHOLS e VORAGEN, 199%JGKEN et al, 2003; SCHOLSet
al., 2009).

O fato de ser natural, biocompativel e aprovada pansumo humano, estando seu uso
h& muito tempo consolidado na industria alimentiiena a pectina um promissor excipiente
para uso na area farmacéutica. Sua capacidadercharf@éis e a mucoadesividade que
apresenta agregam particular interesse para senouselineamento de SLCF (SOARESal,
2013; CARBINATTOet al, 2014; PREZOTTEt al, 2014).

Uma desvantagem da P é a sua solubilidade noedlaid TGI, que diminui as chances
do carreador baseado neste polissacarideo libefam@co especificamente no colon. Para
superar tal limitacdo, estratégias como a reti@daga P com cations di ou polivalentes e sua
associagcdo a diferentes polissacarideos tem sigoegadas com sucesso, uma vez que géis
mais fortes e resistentes a agua sédo obtidos (CHAMSE al, 2006; DAS e NG, 2010b;
PREZOTTIet al, 2014).

A GG associada a P foi utilizada no presente thmbadevido as promissoras
caracteristicas que ambas apresentam para atingitderacéo colonica, e, além disso, 0 uso
de misturas poliméricas representa uma estratégianal para a obtencdo de materiais com
propriedades moduladas para atender a necessidadg®uticas especificas que alguns

polimeros isolados ndo seriam capazes de realizar.

2.2 Planejamento fatorial

7

Um planejamento fatorial € um conjunto de expertm®nnos quais se altera
simultaneamente diversas variaveis independentéss cefeitos buscam-se conhecer, e
apresenta diversas vantagens, tais como: simplgdermentacdo na pratica, respostas
experimentais mais efetivas, aléem de gerar conmosta informacdes mais relevantes sobre o
sistema, principalmente acerca dos efeitos deaicdierentre os fatores estudados. Dessa forma,
é possivel identificar as variaveis que merecenomatencdo e controle para que a resposta
seja mais proxima da esperada (NEUMAN, 1993; GARERN1997; NETGCet al, 2010a).

Além disso, a informacéo adquirida pode ser usadaelhoria do processo, sendo que
0 modelo matematico que descreve o processo pdssiipredicdo de valores de respostas
baseados em variagcdes nos fatores mais signittcafNETOet al, 2010a).
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2.2.1 Definicbes

O planejamento fatorial é descrito confsendok o nimero de variaveis independentes
ou fatores avaliados»o numero de niveis dessas variaveis.

Niveis sdo os valores em que cada fator sera ektudam planejamento fatorial
completo implica na realizacdo de ensaios expetasigenque contemplem todas as
combinacdes possiveis dos niveis escolhidos. GEsndostumam ser indicados por sinais e
nameros, como por exemplo, “+1” e “-1” para idenéf os niveis superior e inferior,
respectivamente (NET€x al, 2010b).

O planejamento fatorial de dois niveis)(8 um planejamento simples que se mostra
bastante Gtil em investigacdes preliminares do rdedeimento de um sistema, sendo uma
ferramenta que permite identificar os fatores quexam influéncia sobre as caracteristicas do
sistema (respostas ou variaveis dependentes) (NE&QD 2010Db).

O planejamento dos experimentos descreve todossasos que devem ser realizados e
a lista de todos estes ensaios, especificando &mlesmbinacdes possiveis entre 0s niveis dos
fatores escolhidos, é apresentada em uma matpiadejamento (NET@t al, 2010b). Cada
ensaio deve ser realizado em varias replicatasnalé gerar dados suficientes para que a
estimacdo dos efeitos seja estatisticamente sigtiifa (GARDINER, 1997). Aléem disso, os
ensaios devem ser realizados de forma aleatdria paitar que fatores externos nao
controlados influenciem os resultados e mascarenefedos em investigagcdo, pois, na
aleatorizacéo, a probabilidade de um fator desadbénfluenciar a resposta de um ensaio é a
mesma para todos e seu efeito acaba sendo diNEDJ et al, 2010b; SCHWAAB e PINTO,
2011).

2.2.2 Efeitos principais e de interagao

Nos experimentos baseados em um planejamento dlatéripossivel inferir qual a
influéncia dos fatores escolhidos (variaveis indeleates) sobre uma resposta de interesse
(variaveis dependentes), e se estes fatores irgerfea resposta de maneira independente ou
combinada. A influéncia de um fator isolado sobresposta é chamado efeito principal, obtido

a partir da variagcdo nos niveis do fator em quesidaoo efeito de interacdo € o efeito
combinado de dois ou mais fatores sobre a resfGstBDINER, 1997).
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2.2.3 Planejamentos completos e fracionarios

Em um planejamento do tipo fatorial completo, todssombinacdes possiveis entre 0s
niveis dos fatores sdo estudadas, assim, um estudaguatro fatores selecionados, em dois
diferentes niveis, exige a realizacdo §ersaios, totalizando 16 ensaios (NEFi@l, 2010b).

No inicio do desenvolvimento de um sistema de dib&v de farmacos, quando ainda
ndo se conhece as varidveis que efetivamente muilad o comportamento do sistema, é
interessante avaliar o maior niumero possivel déweis, pois, assim, evita-se excluir dos
estudos fatores importantes para o sistema em\dadsgignento (NETOet al, 2010c).

Em um planejamento fatorial completo do tip§ Buando o nimerdk de fatores
investigados aumenta, o0 niumero de ensaios aumeagticdmente, tornando-se muitas vezes
invidvel a realizacdo do estudo completo. Por exengm se optar por investigar o efeito de 7
fatores em uma determinada resposta, o numeropatalum planejamento completo de dois
niveis (2) seria 128 ensaios (NET@ al, 2010c).

Para evitar esse niumero exorbitante de ensaiaspmizando recursos e tempo, realiza-
se um planejamento fracionario ao invés do fatarahpleto. Sendo assim, o planejamento
fracionario é bastante util para a triagem de varg& possibilitando, com um namero reduzido
de analises, identificar os fatores realmente fagivos daqueles menos impactantes na
resposta avaliada (NET& al, 2010c).

Dentre os fatoriais fracionarios, existem os dedcameia, nos quais se realiza apenas
metade do numero total de ensaios, e aqueles nseamioda, em que apenas um quarto do total
de ensaios é realizado (NE®Dal, 2010c).

Existe um limite entre o niumero de ensaios reatigado numero de fatores que podem
ser investigados. Ao se trabalhar neste limite§ sstrealizando um planejamento fracionario
do tipo saturado (NET@t al, 2010c).

Um planejamento fracionario saturado, no qual akzaem 2" ensaios, permite estudar a
influéncia de (2-1) fatores, assim, um planejamento de apenasa@osngermitird a analise
de, no maximo, 7 fatores (NET& al, 2010c). Este foi o planejamento aplicado nestpaetio
trabalho (29).

2.2.4 Efeitos confundidos e resolucao

Ao realizar um planejamento fracionario, o nUmegcesperimentos € reduzido, e com
Isso, algumas informacdes sao perdidas, como pemgw, 0s efeitos principais acabam

incluindo efeitos de interacdo em seu conteudseja, ambos se misturam, ou se confundem,
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como é mais comumente denominada essa contamidagéieitos (TEOFILO e FERREIRA,
2006; NETOet al, 2010c).

O efeito principal de um fator é confundido comimigracdes binarias dos demais
fatores como mostra a Tabela 1 (NE&tal, 2010c).

Tabelal: Fatores e suas expressdes em termos dos efeitopais e das interacdes binarias
com as quais sao confundidos.

Efeito principal + interacdes binarias

Fatores )
confundidas
(1) Proporcéo G:P 1+24+35+67
(2) Concentragéo de polimeros (%) 2+ 14+ 36 +57
(3) AICl3 (%) 3+15+ 26+ 47
(4) Glu (%) 4+12+56+37
(5) Tempo em AIG (min) 5+ 13 +46 + 27
(6) Tempo em Glu (min) 6+23+45+ 17
(7) Concentracao de farmaco (%) 7+34+25+16

Na verdade, cada efeito principal esta confundwn mais 15 intera¢gfes, na Tabela 1
estdo descritas apenas as interagfes binariaso(dpque sdo confundidas com cada efeito
principal de um planejamentd%de resolucéo IlI, pois admite-se que os termosrdeno mais
alta (3 fatores ou mais) sao despreziveis (NET@l, 2010c).

Em um planejamento de resolucdo Ill, os efeitosigpais se confundem com as
interacbes binarias, porém nio se confundem enffEOFILO e FERREIRA, 2006), o que é
importante durante a etapa de triagem das varigueis se considerarmos nessa etapa que as
interacbes binarias podem ser despreziveis, ogegalde efeitos calculados podem ser
considerados como efeitos principais, € 0s maiovaeres, em moddulo, representam as
varidveis mais importantes na resposta estudada.

Apesar dos efeitos confundidos, € preferivel inicem a realizacdo de apenas uma
fracdo do total de ensaios, pois, caso seja net@ssampre € possivel realizar mais ensaios e
completar o planejamento fatorial posteriormenfpgsaa avaliacdo dos resultados (NE&O
al., 2010c).

3 OBJETIVOS

Desenvolver e caracterizar microesferas de GG:Fachgmte reticuladas, empregando
AlIC3; e Glu como agentes reticulantes, e, a partir deplanejamento fatorial fracionario
saturado (2%, evidenciar os fatores determinantes sobre @afatitas das microesferas como
tamanho, forma e liberagdo em meio acido, visarnid®eacao colon-especifica do RES.
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4 METODOLOGIA
4.1 Planejamento fatorial fracionado

Primeiramente, foi realizado um planejamento fatdracionario do tipo saturadd™®
com o objetivo de estudar as variaveis que aprasentaior influéncia sobre as propriedades
das microesferas. Nesse estudo, avaliaram-se apanasfeitos principais dos fatores

selecionados sobre as respostas escolhidas.

Fatores e niveis selecionados — variaveis indepenths

Os fatores selecionados para esse primeiro eskudaratério foram:
1. Proporcao polimérica — G:P

Concentragdo de polimeros

Concentragéao de reticulante idnico (AJCI

Concentracao de reticulante covalente (Glu)

Tempo de reticulacdo em AICI

S e o

Tempo de reticulagdo em Glu
7. Concentragdo de farmaco (RES)
A escolha baseou-se em estudos prévios do grup@saonicroesferas de goma gelana e
pectina (PREZOTTI, 2013; PREZOTEt al, 2014; BONIet al, 2015). Os valores escolhidos

para cada nivel estdo apresentados na Tabela 2:

Tabela2: Niveis dos fatores avaliados no planejamentoitdtisacionario tipo saturada™2.

Fatores Nivel baixo (-1) Nivel alto (+1)

(1) Proporcéo G:P 1:1 4:1

(2) Concentracao de polimeros (%) 2,0 3,0
(3) AICI3 (%) 3,0 5,0

(4) Glu (%) 0,5 1,0

(5) Tempo em AIG (min) 45 90

(6) Tempo em Glu (min) 15 30

(7) Concentracao de farmaco (%) 0,25 0,50

No total, oito diferentes formulacées de microesddoram preparadas variando os sete
fatores escolhidos. O planejamento foi delineadoatisado utilizando softwareStatistica ?
(StatSoft Inc.)

Variaveis de resposta selecionadas — variaveis depentes

Para essa primeira fase, foram escolhidas comawessi de resposta o diametro médio,

o indice de circularidade e a porcentagem de faorilaerado em meio acido (pH 1,2).
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4.2 Obtencéo das microesferas por geleificacao ionotraga
4.2.1 Reticulagdo ionica

Dispersfes aquosas de GG:P (1:1 e 4:1) foram @@gsiem diferentes concentracoes,
2,0 ou 3,0% (m/V), utilizando agua com conservantgsrobiolégicos metilparabeno e
propilparabeno nas concentracdes 0,18% e 0,02%)(mégpectivamente. A dispersao dos
polimeros foi realizada sob agitacdo magnética (J00) e aquecimento (80 °C), e essas
condi¢des foram mantidas por 20 minutos. O farnfi@eicimcorporado as dispersdes poliméricas
(40°C) nas concentracdes 0,25% ou 0,50% (m/V), éamdob agitacdo magnética (100 rpm) e
ao abrigo da luz. Apos a disperséo do farmaco (b, m agitacdo foi mantida e as dispersoes
foram gotejadas, a uma distancia de 8 cm, comiawké seringa e agulha sem bisel 23G 1~
(0,6 x 25 mm; InjeX) sobre a solucéo reticulante de AlBhs concentracdes 3% ou 5% (m/V),
previamente resfriadas e mantidas em banho de(4f). O sistema foi mantido sob agitacao
magnética durante 45 ou 90 minutos, a fim de compiereacao de reticulacdo. As particulas
obtidas foram separadas por filtracéo e lavadasammL de agua purificada antes de serem

submetidas ao segundo processo de reticulacao.

4.2.2 Reticulagéo covalente

Apos a lavagem, as particulas obtidas no item 4@&dm imersas em 150 mL de
solucéo de Glu nas concentracdes 0,5% ou 1,0% (rpdr)15 ou 30 minutos, sob agitacao
magneética, em capela de exaustdo. Em seguida, @gramforam filtradas, lavadas com agua
purificada (500 mL), a fim de remover o reticulafitee, secas em temperatura ambiente e
armazenadas em dessecador, sob vacuo e ao abtigo da

As composicdes das amostras estdo apresentadaabaka B. As microesferas foram
preparadas em ordem aleatoria, conforme preconizaal@ o0s experimentos de um
planejamento fatorial, a fim de que os efeitostrala a fatores externos n&o controlados
afetassem aleatoriamente as respostas (ARMSTRODIG; SCHWAAB e PINTO, 2011).
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Tabela 3: Composicéo das microesferas e valores dos nilegs-t das varidveis selecionadas
para o planejamento fatorial fracionario tipo saior 7.

Proporgédo Polimeros AICI Glu Tempo em Tempo em
Amostra ' L0 (%) @) %)  AC 3p(min) Gl E)min) RES (%)
M1 1:1(-1) 2 (-1) 3(-1) 1,0 (+1) 90 (+1) 30 (+1) 5.21)
M2 4:1 (+1) 2(-1) 3(-1) 0,5(-1) 45 (-1) 30 (+1) 0,6+1)
M3 1:1(-1) 3(+1) 3(-1) 0,5(-1) 90 (+1) 15 (-1) 0,6t1)
M4 4:1 (+1) 3(+1) 3(-1) 1,0 (+1) 45 (-1) 15 (-1) 5,21)
M5 1:1(-1) 2(-1) 5 (+1) 1,0 (+1) 45 (-1) 15 (-1) 0,6€1)
M 6 4:1 (+1) 2(-1) 5 (+1) 0,5 (-1) 90 (+1) 15 (-1) 5,21)
M7 1:1(-1) 3 (+1) 5 (+1) 0,5 (-1) 45 (-1) 30 (+1) 0,2%)
M 8 4:1 (+1) 3 (+1) 5 (+1) 1,0 (+1) 90 (+1) 30 (+1) 061)

4.3 Andlise de morfologia de superficie e estrutura igrna

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi ligida para caracterizar a
morfologia da superficie das microesferas e suasuteas internas. Utilizou-se um
microscoépio eletrénico de varredura de alta resmumodelo JEOL JSM-7500F. A estrutura
interna foi avaliada apds submeter as microestena® processo de criofratura, no qual, ap6s
serem congeladas utilizando nitrogénio liquidopasiculas foram partidas com auxilio de um
pistilo. As amostras foram fixadas em fita de catbaupla face, recobertas com ouro, e

fotomicrografias em diferentes aumentos foram aistid

4.4 Andlise de tamanho, forma e polidispersidade das eroesferas

O tamanho e a forma das microesferas foram avaliado estereoscépio Leica MZ
APO® com aumento de 10 vezes. As microesferas foramigpnente secas até peso constante,
dispostas em placa de Petri e as imagens foranuradps com auxilio do progranhotic
Images Advance2.0. As imagens digitalizadas foram analisada$izaido o programa
analisador de imagerMotic Images Advanc&.2. Populacbes de 100 particulas de cada
formulacdo foram fotografadas e os parametros ad@di pelo programa foram o diametro do
circulo equivalente e o indice de circularidade.

A polidispersidade das amostras foi determinadaréirpdo indice Span, calculado
segundo a Equacéao 1:

Span = Dgg — Dy .
T Doy Equacdo 1

em queDgg, Dig € Dsp sdo os diametroqufn) determinados para os percentis 90, 10 e 50,
respectivamente (FAREEz al, 2015).
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4.5 Teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacédo (EE%)

Imediatamente apds o preparo, antes de serem s@casyicroesferas foram trituradas
em 20 mL de tampéao fosfato pH 7,4 utilizando ultnaax (IKA) a 11.000 rpm durante 2
minutos, para a completa extracdo do farmaco. Lawifato de sodio (1%, ml/v) foi
posteriormente adicionado para garantir a soludikddo farmaco extraido e apos 1 hora a
dispersao foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minetasfarmaco presente no sobrenadante foi
guantificado utilizando espectrofotometro UV-VIS 8820 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata. A metodologia analitica para a quacéifido do farmaco foi validada (Capitulo V).

A concentracdo de farmaco nas microesferas (tedarti@acomensuragy fOi calculada
como a razao entre a quantidade de farmaco pomrdassicroesferas (Equacédo 2). A EE% foi
determinada a partir da concentracdo mensuradara@do nas microesferas (teor de farmaco
mensurady €M relacdo a concentracdo teodrica esperada d@diarmacoiesicd), segundo as
Equactes 3 e 4 (ANGADHt al, 2013):

m farmaco nas microesferas

Teor de fAarmaco ,ensurado (%) = 100 Equacéo 2

Mupicroes feras

Merarmaco adicionado

Teor de farmaco ;p4yi00 (%) = 100 Equacéo 3

Myolimeros+farmaco

teor de fArmaco ,ensurado

EE(%) = x 100 3
(%) teor de fArmaco ¢e4rico Equacao 4

M qUe M farmaco nas microesferas (MQ) € @ quantidade mensurada de farmaco em oito
microesferasmycroesreras € @ Massa (Ug) referente a oito microesferas ,sdeterminada

apos a amostras serem secas até peso constander Oet farmacQqesrico foi determinado

baseado na composi¢cédo de cada microesfera segusldaepamento dos experimentos, sendo
Mfarmaco adicionado @ Massa (Ug) referente a concentragcdo de farmaccomposicdo da
amostra, n,,iimeros+farmaco @ Massa (Ug) referente a soma das quantidadeswegelana,

pectina e resveratrol adicionados para obtencamdaeesferas.

4.6 Intumescimento

O intumescimento foi determinado por método voluio@t através da avaliacdo da
expansdo de volume das microesferas apds 240 mireno contato com o meio de
intumescimento de acordo com metodologia proposta BABU et al. (2002) e
CONSTANTIN et al.(2004).
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A expansdo de volume das microesferas foi avaledaseringa de vidro graduada
(1 mL/0,05 mL, Artglas®), que teve sua extremidade inferior vedada (Figuefoi fixada em

um suporte vertical. A representacdo esquematicistEma € apresentada na Figura 4.

Figura 3: Seringa de vidro graduada, com a extremidadeionfgedada, para avaliacdo do
intumescimento das microesferas.

Uma massa precisamente pesada de microesferaamesie secas até peso constante
foi introduzida na seringa de vidro e o volume @m@pela amostra foi mensuradg)VEM
seguida, 1 mL de meio de intumescimento foi adaitncuidadosamente.

Foram utilizados como meio de intumescimento, sagom trés diferentes valores de
pH, sendo elas HCI 0,1N pH 1,2, tampé&o fosfatoddgospH 6,0 e pH 7,4.

O volume ocupado pelas microesferas intumescidas f¢¥ determinado ap6s 240
minutos. Os testes foram realizados em triplicata porcentagem de intumescimento foi

calculada a partir da Equacéao 5:

(Vy = Vo)
1%

0

Intumescimento (%) = x 100 Equacédo 5

em que \ é o volume inicial ocupado pelas microesferasssecd € o volume final ocupado

pelas microesferas intumescidas.
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Figura 4. Representacao esquematica do intumescimento alisearolumétrica.

240 min a

V.

V intumescido
5— VYo  lowe) -------

microesferas secas microesferas intumescidas

*V = volume ocupado pelas microesferas secas
**\/; = volume ocupado pelas microesferas intumescigds 240 min de teste
***\/intumescido = diferenca entre os¥ V.

4.7 Determinacdo da capacidade de absorcédo de liquido

A capacidade de absorcédo de liquido pelas micn@esfei avaliada gravimetricamente.
Imediatamente apds o término do teste de intumesdon(item 4.6), as microesferas foram
retiradas da seringa e o excesso de liquido foovedo cuidadosamente com papel absorvente.
As microesferas intumescidas foram precisamentadass secas até peso constante e pesadas
novamente. Os testes foram realizados em tripleaia resultados expressos em porcentagem
de liquido absorvido, calculados a partir da EQo#&cEBANERJEEet al, 2012):

Mint —

m
It TS w100

% liquido absorvido = —
fs

Equacéo 6

em que, m: (g) € a massa das microesferas intumescidas @ anmassa final de microesferas

secas (Q).

4.8 Erosao

Uma massa precisamente pesada de microesferastbiaida em diferentes meios (HCI
0,1N pH 1,2; tampéao fosfato de sédio pH 6,0 ou. AgPs 240 minutos, as microesferas foram
retiradas do meio, secas até peso constante ernsaalwal de umidade por infravermelho
(Gehaka) e pesadas novamente para avaliar a perdaassa. A porcentagem de erosao foi
calculada a partir da Equagao 7:
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(mo ~ mf)
mo

%erosdo = %X 100 Equacéao 7

em gue g é a massa inicial (g) esd a massa final (g) de microesferas.

4.9 Determinacao da solubilidade do RES

A solubilidade do RES foi determinada através dtodw@do equilibrio (TONG e WEN,
2008), em diferentes meios contendo ou nao o témeokauril sulfato de sddio (LSS). Os
meios testados foram HCI 0,1 N (pH 1,2) contendom@o LSS em diferentes concentracdes
(0,5 a 2,0%, m/V), tampao fosfato de sédio pH §eBn tensoativo e com LSS 1% (m/V), agua
purificada sem tensoativo e tampao TC199 contendodm LSS em concentracbes de 0,1 a
1,0% (m/V). O RES foi adicionado em excesso acgeliites meios para garantir a saturacéo, e
0 conjunto mantido sob agitagdo em homogeneizadwtabpor 72h, ao abrigo da luz. Apés
esse periodo, as amostras foram centrifugadasO@G@m, 5 minutos) e o sobrenadante
filtrado em membrana de 0,3@n. O farmaco soluvel no sobrenadante foi quantficeam

espectrofotdmetro UV-Visivel utilizando curvas atieds previamente obtidas para cada meio.

4.10 Determinacgédo da liberacadn vitro do farmaco em meio acido (pH 1,2)

A fim de avaliar o potencial das microesferas cosigiemas de liberacdo colon-
especifica e sua protecdo contra a liberagcdo pwemado farmaco no estbmago e,
posteriormente, eleger os fatores mais significatpara serem estudados em um planejamento
fatorial completo, realizou-se o teste de liberaghoitro por 2h em meio acido, conforme
preconizado pela Farmacopeia Americana para fofarasacéuticas de liberacdo retardada
(USP, 2011).

O ensaio foi realizado com uma massa de microesfevarespondente a 5 mg de
farmaco, utilizando-se o aparato cesto e cuba Wenereduzido (150mL) (Figura 5), baseado
na geometria do aparato 1 (USP), sob velocidadegdacédo de 50 rpm, temperatura de 37 +
0,4 °C. Como meio de dissolucao empregou-se solde&dCl 0,1N (pH 1,2) e para garantir as
condicOessink lauril sulfato de sodio (1,0%, m/V) foi adiciomdomo tensoativo devido a
escassa solubilidade do farmaco neste meio. Aldgumram retiradas em intervalos de tempo
pré-estabelecidos durante 2 horas, sendo feitaosigéio imediata do mesmo volume de meio a
mesma temperatura. A quantidade de farmaco libdmddeterminada em espectrofotdmetro
UV-Visivel, no comprimento de onda de maxima alb&or(320 nm), segundo metodologia

validada (Capitulo V). Os ensaios foram realizagtogriplicata.
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Figura 5: Conjunto de cesto e cuba de volume reduzido (1BPutnlizados nos ensaios de
liberacaan vitro do farmaco.

4.11 Estudos da mucoadesividade das microesferas
4.11.1 Avaliacaoin vitro da mucoadeséo

A mucoadesdo foi avaliada através da interaca@ entnucina, principal glicoproteina
constituinte do muco (KHANVILKARet al, 2001), e microesferas dispersas em solucéo
aquosa (DHAWANet al, 2004; SONIA e SHARMA, 2011; PREZOTEt al, 2014).

Solugbes aquosas de mucina (tipo II; Sigma-Alfficforam preparadas nas
concentracfes de 100, 150, 200 e 250 pg/ml em pHbd pH 6,8, a partir de uma solucéo
estoque a 500 pg/ml. Microesferas (20 mg) foramiadadas a 10 ml das solucdes aquosas de
mucina nas diferentes concentragfes citadas. Agilacao em vortex, as amostras foram
incubadas em banho termostatizado com circulac@8¥°&€ por 1h. Em seguida, foram
centrifugadas a 3000 rpm por 2 min e o sobrenad@antetilizado para a quantificacdo da
mucina livre empregando-se o0 método de Lowry mealifo por Peterson (PETERSON, 1977;
DHAWAN et al, 2004). Trata-se de um método colorimétrico quenie a quantificacdo de

proteinas utilizando espectrofotémetro.

85



Capitulo IT

Para a determinacdo da mucina livre no sobrenadanéen utilizados os reagentes do
conjuntoTotal ProteinKit, Micro Lowry, Peterson's ModificatiofSigma-Aldrich). Adicionou-
se 1 ml do reagente de Lowry a aliquotas de 1 nsbbeenadante. As solucdes permaneceram
em repouso em temperatura ambiente por 20 minytast&o, adicionou-se 0,5 ml do reagente
de Folin-Ciocalteu’s. As solucdes permaneceram epouso por mais 30 minutos para o
desenvolvimento de cor e a absorbancia foi menauead espectrofotdmetro UV-Visivel em
749 nm, em duplicata. Para o branco, o mesmo piroeatb foi empregado utilizando agua
purificada.

Para o calculo da quantidade de mucina livre zotilise uma curva analitica padrao de
equacdoy=0,0048x+0,1396e r: 0,991. A quantidade de mucina adsorvida foi deiteada

indiretamente, a partir da quantificacdo da mubiuma no sobrenadante, através da Equacéao 8:
Qmucina adsorvida = Qmucina adicionada — Qmucina livre Equagé_o 8

4.11.1.1 Isotermas de adsorcao da mucina

Os dados de concentracdo de mucina livre no satmateae adsorvida as microesferas
foram interpretados utilizando-se as equacdes rlragas de Freundlich (Equacdo 9) e
Langmuir (Equacédo 10), que sdo as mais comumellitadas para descrever as isotermas de
adsorcdo de um soluto Unico sobre um adsorbentap aweste caso, a mucina sobre as
microesferas (SNOEYINK e SUMMERS, 1990; AYRANCI éJB®IAN, 2005; HAMEED e
RAHMAN, 2008):

1 ~
logQ, = logk +Zlog C, Equagao 9

C, 1 C,

€ + Equacéo 10
Qe Qméx b Qméx

em queQ. € a quantidade de mucina adsorvida por unidadeadsa de microesferas (mg/g) e
C. € concentracdo de mucina livre no sobrenadanté_jmigé a constante de Freundlich e
representa a capacidade de adsong@a constante que representa a intensidade decadso
Qmax € b sdo parametros de Langmuir, sen@@sx a constante que representa a maxima
capacidade de adsor¢cdo na monocamdula eonstante de equilibrio de adsorgéo, relacionada
a energia de adsorcédo (LAdt al, 2001; AYRANCI e DUMAN, 2005; KYZASt al, 2013).

Para aplicar o modelo de Freundlich, plotou-sedigy de log Qvslog G, e para o
modelo de Langmuir plotou-se o graficed @ vs C.. Os valores das constantes foram obtidos a
partir de uma regressdo linear para o modelo qukomese correlacionou aos dados,
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determinado através dos maiores valores apresentsda o coeficiente de determinac&) (r
(HAMEED e RAHMAN, 2008).

4.11.2 Avaliagdo ex vivo da mucoadeséo

A avaliacdoex vivoda mucoadesdao foi realizada utilizando mucosadréee intestino
de porco, previamente limpa com solucdo salina (NB2%, m/V). O teste foi realizado
segundo procedimento descrito por RAO e BURI (1988)m algumas modificacdes
(PREZOTTlet al, 2014).

Os intestinos foram adquiridos em abatedouro lecidram cuidadosamente lavados
com solucao salina, a fim de preservar a camadaude aderida ao tecido.

Primeiramente, os intestinos foram abertos longialthente e, com auxilio de bisturi,
foram cortados em pecas de aproximadamente 4 x.4Asnpecas foram cuidadosamente
dispostas sobre suporte plastico com a mucosa xmPreviamente irrigadas com tampao
fosfato pH 6,8 por 5 minutos. Em seguida, 20 msfe@s foram cuidadosamente dispostas
sobre a mucosa, sem exercer pressao sobre elas,tempo de contato de 20 minutos foi
permitido, para que ocorresse o intumescimentopdaigculas e 0 processo de mucoadesao
inicial fosse estabelecido.

O conjunto foi transferido para um suporte inclmge30°) e, com auxilio de uma
bomba peristaltica, a mucosa foi lavada com tanfipsfato pH 6,8 a uma taxa de 30 mL/min,
durante 5 minutos (Figura 6). O numero de particglse permaneceram aderidas ao tecido foi
determinado visualmente e a porcentagem de mucdad@sdeterminada como a relagao entre
0 numero de microesferas aderidas ao final do ensab numero inicial de microesferas

colocadas sobre a mucosa (Equacéo 11):

o
n final microesferas aderidas

Mucoadesio (%) = — X 100 Equacéo 11

inicial microesferas na mucosa
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Figura 6: Representacdo esquematica do ensaio de mucoades&o.

I Bomba peristiltica

30 mL/min
por 5 min

Mucosa de porco
+
microesferas

Tampio pH 6,0

4.12 Selec&o dos fatores e niveis para o planejamentadaal completo 2*

Dentre os sete fatores escolhidos e avaliados pesseiro estudo exploratorio, quatro
foram selecionados para o delineamento de um plaregijto fatorial completo*2sendo que as
demais variaveis independentes foram fixadas enmvalor considerado apropriado para um
processo mais eficiente de obtencdo de microesfArascolha foi feita a partir da avaliacéo
dos resultados de caracterizacdo das microesferagrincipalmente, baseou-se na menor
liberacdo do farmaco em meio acido.

4.13 Anélise estatistica dos resultados

Os dados foram tratados estatisticamente pelasanddi variancia (ANOVA), seguida
por comparagdes multiplas pelo método de Tukeywaese nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS
5.1 Obtencéo das microesferas por geleificacao ionotraga

As microesferas séo particulas de forma esfériga,agiginam sistemas matriciais ou
monoliticos, nos quais o farmaco encontra-se diskwlou disperso através da matriz
polimérica. Estes sistemas multiparticulados aptese importantes vantagens em relagdo aos

sistemas monoliticos, como ampla distribuicdo sabseperficie do TGI, o0 que promove uma
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absorcdo mais regular e diminui o risco de irrbag@usada por acumulo localizado de
farmacos irritantes sobre as mucosas (ZHAM@I, 2002; MAESTRELLIet al, 2008; KHAN
et al, 2010; ZERBINI, 2010; KULKARNIet al, 2011; MAITl et al, 2011).

Véarios parametros podem afetar a formacdo das esfgras pelo método da
geleificacéo ionotrépica, dentre eles pode-se ataoncentracado da dispersao polimérica e da
solugéo reticulante, a altura do gotejamento, mdtéo da agulha, a temperatura da dispersao
polimérica, a concentracdo do farmaco, o estad@u@eno farmaco se encontra na dispersao
(soluvel ou insolavel), etc (CELLESHt al, 2004; CHANet al, 2009; TRANet al, 2011),
Assim, a otimizacdo de condi¢cdes do método e dauiacdo para a obtencdo de microesferas
com morfologia adequada € um processo que demammbet

Soma-se ainda o fato de que esses parametros padetar diretamente as
caracteristicas do sistema de liberacédo, comcafi@ de encapsulacao, intumescimento, perfil
de liberacdo do farmaco, mucoadeséao, etc (AHEA, 2010).

Quando se estuda a alteracdo de cada parametvaduadmente e os efeitos que essa
alteracdo provoca nas caracteristicas do sistentibetacdo, como é comumente feito quando
se desenvolve uma nova formulacdo farmacéuticampd e os materiais gastos podem tornar
a pesquisa inviavel.

O planejamento fatorial € uma valiosa ferramentatistica que deve ser empregada
quando um grande numero de variaveis de formulagd® processo afetam as caracteristicas
do sistema (RODRIGUES e IEMMA, 2005; AGNIHOTRI e ANABHAVI, 2006; NETO et
al., 2010a).

Durante o desenvolvimento de sistemas multipaedns, como as microesferas para a
liberacdo controlada de farmacos, é fundamentaloguparametros escolhidos bem como o
método de obtencdo permitam produzir particuladrieas e de tamanho homogéneo, pois
assim taxas mais reprodutiveis de liberacdo doa@mnpodem ser alcancadas (CHA&Nal,
2009).

Sendo assim, buscou-se a obtencdo de microesferésrrda esférica e de tamanho
homogéneo, capazes de proteger o farmaco coritraraddo prematura nas por¢cdes superiores
do TGlI, sendo que a escolha das proporcdes entré &&s concentracdes dos polimeros e dos
reticulantes foram escolhidas baseadas em estudesop do grupo (PREZOTTI, 2013;
PREZOTTlIet al, 2014; BONIlet al, 2015).

Durante o desenvolvimento de microesferas retiasaonicamente utilizando o Al§|
foi possivel observar que concentracfes de polsriaferiores a 2,0% (m/v) e que a proporcao

1:4 da mistura de GG:P originavam microesferas baimo indice de circularidade e com
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formacéo de cauda (PREZOTTI, 2013). Desta fornmajrama concentracdo polimérica fixada
para o estudo neste trabalho foi de 2,0% (m/V).

A mistura de GG:P foi escolhida, uma vez que mgf@@as obtidas com essa mistura
polimérica mostraram-se mais eficientes na protegidra a liberacdo do farmacos em meio
acido e reduziram o efeitburst da liberacdo em meio que simula o pH intestinal, e
comparagao com microesferas de goma gelana (ROl 2015).

Em recente estudo realizado por nosso grupo deupsesgBONI et al. (2015)
verificaram que microesferas de goma gelana reii@d ionicamente com 3 ou 5% de AICI
liberaram 42,4% e 44,9%, do farmaco modelo (cefepm) em pH 1,2, respectivamente,
engquanto microesferas compostas pela mistura patianéberaram entre 20% e 34% do
cetoprofeno em meio acido (PREZOTatlal, 2014). Ainda, as microesferas de goma gelana
controlaram a liberacdo por, no maximo, 4 horagjuanto as microesferas de GG:P
controlaram a liberacédo por até 6 horas (PREZOZ013; PREZOTTlet al, 2014; BONIlet
al., 2015).

Nesta etapa do trabalho, a fim de se minimizar evsemtuais de liberacdo em meio
acido, foram obtidas oito diferentes formulacdes ndieroesferas duplamente reticuladas
contendo resveratrol, delineadas a partir de ummeaento fatorial fracionario do tipo
saturado 2% que é aquele que, para um dado nimero de enmakis, caso 8, investiga-se o
maximo de fatores (variaveis independentes) passipara este tipo foram 7, ou seja, avalia-se
o efeito de um grande nimero de fatores com o noipiossivel de ensaios.

Avaliou-se a influéncia de sete fatores (Tabelas@pre o diametro médio, a
circularidade e a liberagdo do farmaco em meiocacdfim de escolher aqueles que mais
influenciam na protecdo do farmaco encapsuladaa&a@ntiberacdo prematura no estbmago e,
posteriormente, realizar um planejamento fatowahgleto com menor nimero de variaveis.

As proporcoes e as concentracdes escolhidas pmmmitdo gotejamento sem que
houvesse geleificacdo imediata por resfriamentodidpersdo polimérica na seringa ou
obstrucdo da agulha pelo farmaco, e microesfenasilaies puderam ser obtidas. Para a
concentracdo de 2% de polimeros, a proporcdo 4:Visoalmente mais viscosa que a
proporgcao 1:1 e a concentracdo de 3% foi aparentenneais viscosa que a 2%, em ambas as
proporgoes.

A altura padronizada para o gotejamento foi de 8eomrelacdo a placa de Petri, e a
taxa de gotejamento foi lenta para que houveseer@atao de particulas com forma esférica e
tamanho homogéneo. Foi utilizada solucéo reticalgmeviamente resfriada (4°C) com a
finalidade de auxiliar na formacdo das microesfewasa vez que a geleificacdo da GG se da
em temperaturas mais baixas. Outro propoésito fie @aumentar a EE%, ja que a solubilidade
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do farmaco é reduzida em temperaturas mais bagxassim, evita-se ao maximo a perda de
RES para a solucéo reticulante (OGAW?al, 2006).

Ao entrar em contato com a solugéo de Al@ldispersédo de GG:P contendo RES sofre
a primeira reacao de reticulacédo, na qual ligag@@sas entre os ions positivos trivalentes de
Al** e os grupos carboxilatos (CQQrarregados negativamente dos polimeros mantém as
cadeias poliméricas unidas, formando uma redeutatla ionicamente, dentro da qual é
aprisionado o farmaco (KULKARNet al, 2011; MAITI et al, 2011). O atomo de aluminio
pode ainda aceitar um par de elétrons doado poétomo de oxigénio das hidroxilas dos
polimeros préximos ao cation, fortalecendo aindesmaede formada. Isso é possivel devido a
estrutura supramolecular dos polimeros aliada awmartho do ion aluminio relativamente
pequeno, se comparado seu raio com o0 de outrosnsatomumente utilizados para a
reticulacdo idnica, como o calcio (MAIEL al, 2011).

Ao transferir as microesferas reticuladas ionicam@ara a solucdo de Glu, um aldeido
bi-funcional que atua como agente reticulante @ntal (ALVESet al, 2011), como mostra
sua estrutura quimica (Figura 7), ocorre a formalgigrupos acetais (R—-O—(CHR)-O-R’) pela
reacao entre as carbonilas do Glu (—-CHO) e asxildso(—OH) dos polimeros (KULKARNgt
al., 2011). A reticulacdo leva a formacdo de uma iedeluvel, capaz de reduzir as taxas de

liberacdo do farmaco e sua liberacédo prematurporgdes superiores do TGI.

Figura 7: Estrutura quimica do glutaraldeido.

O O

HJJ\/\)J\H

Os tempos de permanéncia das microesferas na¥sesltgticulantes foram escolhidos
baseados em estudos prévios do grupo e em estadibsrdtura que afirmam que a reacéo de
reticulacdo idnica € mais lenta que a reticulagi@lente (Mlet al, 2003). Sendo assim, as
formulacdes permaneceram sempre por tempos mamaredlucdo de AlGlem relacdo ao

tempo na solucédo de Glu.

5.2 Analise de morfologia de superficie e estrutura irtrna

A partir da visualizacdo das microesferas por nsioopia eletrénica de varredura de alta

resolucdo (MEV) é possivel avaliar sua forma, seoanho e outras caracteristicas como a
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rugosidade da superficie e, em alguns casos, bBzkgi@o do farmaco, no interior ou na regiao
mais superficial das particulas (GAUMET al, 2008).

As fotomicrografias apresentadas na Figura 8 g@i@sentativas das demais amostras e
mostram a forma aproximadamente esférica, a rugdside superficie e a presenca de cristais

de farmaco no interior da estrutura.
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Figura 8: Fotomicrografias evidenciando A) a forma esféda@rugosidade da superficie das
microesferas (M 7, aumento de 70 x); e B) o farmacorporado no interior das microesferas
(M 6 criofraturada, aumento de 5.000 x).

A)

B)

* F = regido contendo cristais de farmaco;
** P = regido contendo polimeros.

Na Figura 9 sdo apresentadas as imagens do fadimec@m diferentes aumentos. E
possivel observar a forma caracteristica dos @id®RES, conforme visualizados no interior

das microesferas (Figura 8 B).
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Figura 9: Fotomicrografias de cristais de resveratrol (famnlage; aumento de 300x a esqu
e aumento de 1.500x a direita).

Para todas as formulacdes de microesferas, obssevaunma superficie rugosa com
algumas reentrancias, caracteristica que deve sesuttado da remocao da agua durante a
secagem das mesmas (BEZEME&iRal, 2000).

Na figura 10 é possivel observar cristais de faowacobertos por polimeros, proximos
a superficie, que devem ter ficado bem visiveisdidea retracdo da malha polimérica apés a
secagem das microesferas (BEZEM&Ral, 2000).

Figura 1QG: Fotomicrografias evidenciando a presenca de fémacoberto pela rede
polimérica préximo a superficie da microesfera (sim@oM 3, aumento de 500x a esquerda e
5.000x a direita).

A Figura 11 apresenta fotomicrografias, represemtsit para todas as amostras

analisadas, que evidenciam a auséncia de farmasupesficie externa das microesferas.
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Figura 11: Fotomicrografias evidenciando a auséncia de faommac superficie externa das
microesferas. A) Amostra M 4 em aumento de 70xAB)pliacdo da superficie da mesma
microesfera em aumento de 500x e C) ampliacdo danmeegido com aumento de 5.000x.
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A primeira imagem apresenta a microesfera inteuiga @prresponde a amostra M 4 em
aumento de 70x (Figura 11 A). A ampliacdo da sigerfdessa mesma microesfera, em
aumento de 500x (Figura 11 B) permite visualizesuperficie rugosa com as reentrancias
tipicas e a auséncia de cristais pontiagudos, quafirmada pela ampliagdo da mesma regido
na Figura 11 C, em aumento de 5.000x, na qual sered a rede polimérica bastante
homogénea e continua, sem poros. Nao foram obsEna@adtais pontiagudos caracteristicos
do RES livre no exterior das microesferas, portgmde-se concluir que o farmaco esta
inserido no interior das mesmas, e que, proximoperficie, ele se mantém recoberto sempre

por uma camada polimérica que o protege, confoniaerciado nas Figuras 10 e 11.

5.3 Andlise de tamanho, forma e polidispersidade das groesferas

O tamanho das microesferas foi avaliado medindm-gi@metro do circulo equivalente,
gue corresponde ao diametro de um circulo de ayelmatente a area da particula analisada
(BARBER e HEALTHCARE, 1993). A forma das particufas avaliada através do indice de
circularidade, que é um fator de forma, adimengjogae expressa a regularidade da
microesfera, e varia de 0 a 1, sendo 1 o valorepesenta um circulo perfeito (BARREIROS
et al, 1996). O indice Span que representa a polidisjaels da amostra foi calculado a fim de
avaliar a homogeneidade de distribuicdo de tamdak@mostras (FAREE al, 2015).

A Figura 12 apresenta um exemplo de imagem dasoesfgras capturada em
estereoscopio e digitalizada para posterior analiieando osoftwareanalisador de imagens,

bem como os parametros que sdo avaliados.

Figura 12: Representacdo esquematica da avaliagdo de taneafdbiona das microesferas
utilizando estereoscopio.
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Os resultados de diametro médio, indice de circlade e indice Span das microesferas
estdo apresentados na Tabela 4. Avaliou-se a ndlilaé&los sete fatores sobre o tamanho e a

forma das oito diferentes formula¢cdes de microasfer

Tabela4: Valores de indice de circularidade, diametro doutd equivalente e indice Span das
microesferas de GG:P (média + DP; n=100).

indice de Diametro do circulo o
Amostra . . . Indice Span
circularidade equivalente fim)
M1 0,721 £ 0,133 803,46 + 59,91 0,19
M 2 0,747 £ 0,078 818,91 + 47,29 0,16
M3 0,761 + 0,055 867,90 + 50,58 0,15
M4 0,819 £ 0,032 841,78 + 77,64 0,24
M5 0,717 £ 0,094 885,78 + 59,61 0,17
M 6 0,773 £ 0,055 765,47 + 49,27 0,17
M7 0,804 + 0,034 816,48 + 90,39 0,16
M 8 0,814 + 0,033 930,08 + 82,42 0,20

As microesferas obtidas pelo método de gotejamaptesentaram diametro médio
entre 765,5 e 930,1 um (Tabela 4).

A Figura 13 apresenta o grafico com os diametrogiosé(um) e o intervalo de
confianca (IC) calculados para as oito microesfeMasgrafico, o quadrado central representa a
média, o retangulo externo representa a médiaotpamirdo e as barras representam o intervalo

de confianca (IC), calculado a partir da seguinigagéo: IC = meédia + 1,96*desvio padréo.

Figura 13: Resultados de diametro médio (um) das microesfdeasGG:P duplamente

reticuladas.
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A partir do gréfico (Figura 13) € possivel conclgire a amostra M 8, que apresenta
propor¢cdo G:P 4:1 e maiores concentracfes de poli(38o) e farmaco (0,5%), foi a que
apresentou maior didmetro médio 930,08 + 82,42 pr0,05). Esta amostra também
permaneceu pelos maiores tempos de reticulacdoogiagy 90 e 30 min, nas solucdes
reticulantes mais concentradas de AlGPo) e de Glu (1%), respectivamente.

Ja a amostra M 6, que apresenta proporcdo G:P 4rermres concentragbes de
polimero (2%) e farmaco (0,25%), foi a que apresemenor tamanho médio 765,47 + 49,27
um (p<0,05). Os demais fatores para essa formulagéaram entre 0s maiores e menores
valores propostos, sendo que a concentracdo e motem reticulacdo em Algiforam nos
niveis +1 (5% e 90 min) e a concentracdo e o tetepeticulacdo em Glu foram nos niveis -1
(0,5% e 15 min).

A Figura 14 apresenta o grafico de Pareto com tmes absolutos dos efeitos dos

fatores selecionados sobre o diametro médio damesieras.

Figura 14: Grafico de Pareto para os efeitos dos fatoresaaa sobre a resposta diametro

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Valor absoluto do efeito

(F)Farmaco (%) 64,81102

(2)Polimeros (%) 4514293

(4)Glutaraldeido (%) 4401097

(3)Cloreto de aluminio (%) 15,76906

(1)Proporcéo G:P -7,94014

(5)Tempo: cloreto de aluminio (min) -3,68635

(6)Tempo: glutaraldeido (min) 1,942433

Os efeitos de maiores valores, em modulo, repraseas variaveis mais importantes na
resposta estudada. Neste caso, o maior efeito smb@@manho das particulas foi o da
concentracdo de farmaco, seguido pelo efeito daetdracdo de polimeros e depois pelos

efeitos das concentracdes dos reticulantes GluGi; Atespectivamente (Figura 14). Sendo
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todos esses efeitos positivos, conclui-se que meatos da concentracdo de RES, de polimeros
e de reticulantes no meio de reticulacéo levamt@ngBo de particulas de maiores diametros.

Para o planejamento fatorial em que os ensaiogadak ndo possuem réplicas, como
neste caso, em que cada formulacdo de microesfieabtida apenas uma vez, a avaliacao da
significancia dos efeitos principais de cada faie ser realizada pela observacao dos efeitos
plotados em um grafico normal, como o grafico agmesdo na Figura 15.

Os efeitos mais significativos serdo aqueles que seafastam do eixo que passa pelo
zero na abcissa, pois se o efeito esta proximgeaaaigo, entdo o seu valor € muito proximo de
zero e, portanto, ndo é significativo. Quanto nmaifeito de um fator estiver afastado desse

eixo, mais significativo ele sera (NETéD al, 2010b).

Figura 15: Grafico normal dos efeitos dos fatores avaliadasres a variavel de resposta
diametro médio das microesferas.
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A partir da Figura 15 é possivel verificar que ¢sites das variaveis: (1) proporgéo
polimérica, (5) tempo de reticulacdo em AIE (6) tempo de reticulacdo em Glu ndo sdo
significativos para o diametro das microesferasosl@emais fatores, que se afastaram mais
desse eixo, foram mais significativos, conforme ctwido a partir dos valores absolutos

calculados e apresentados no gréfico de ParetoréFigh).
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Através da analise do efeito de diferentes fatatdigando o planejamento fatorial, foi
possivel confirmar que a proporcao polimérica maéterminante para o didametro médio das
particulas, como ja havia sido observado por Plieii13), que verificou que as proporcoes
1:1 e 4:1 ndo influenciaram no tamanho das micevasfde GG:P contendo cetoprofeno
reticuladas ionicamente.

Também se observou que os efeitos do tempo delesfo tanto em Glu quanto em
AICI; foram pequenos (Figura 14), portanto, ndo foramergenantes para o tamanho das
particulas.

Sendo assim, pode-se concluir que o tamanho éigmintente influenciado pelas
concentracdes de farmaco e de polimeros, seguisicaaentracdes de reticulantes Glu e
AICl3. De fato, o tamanho da particula é dependentaudatigade de material que compde a
gota que a originou, dentre outros fatores (ZANIBGA al, 1995). Com o aumento da
concentracdo de farmaco, mais moléculas estaordigge para ocupar 0s espacos intersticiais
entre as cadeias dos polimeros, expandindo assstratura da microesfera, o que origina
particulas de maiores didmetros médios (KULKARMNAI, 2011).

A maior concentracdo de polimeros na dispersao gosejada também leva a formacao
de particulas maiores, devido a maior viscosidaddispersao, o que promove a formacao de
gotas maiores durante o gotejamento, como foi detremo em estudo prévio com as
microesferas de GG:P reticuladas ionicamente e faemaco incorporado, em que a maior
concentracdo de polimeros (4%, m/v) originou misf@@s de maior diametro (MARTINS
al., 2007; KULKARNI et al, 2011; PREZOTTI, 2013).

Com relacdo aos reticulantes, a maior concentralgbes no meio pode levar a
formacdo de estruturas mais ramificadas, que caimpamenos ap0s a secagem, originando
esferas de maiores didmetros médios.

Os perfis da distribuicdo de tamanho das microasfiaram determinados a partir dos
dados de diametro do circulo equivalente e estitesentados na Figura 16.

As amostras M1 e M 6 apresentaram 35% e 38% dasesferas na faixa de tamanho
entre 750 e 80Qm, respectivamente. A amostra M 4 apresentou 36%ude microesferas na
faixa entre 760 e 82bm. As amostras M 2 e M 7 apresentaram 36% e 40%ndasesferas na
faixa de tamanho entre 800 e 858, respectivamente. Ja as amostras M 3 e M 5 apaeam
predominio de microesferas com tamanhos entre 8800eim (38% e 31% das particulas,
respectivamente). Para a amostra M 8, 25% daspasiapresentavam diametro na faixa de
900 a 95am.

A partir da distribuicdo de tamanho foi possivétekar o indice Span, cujos valores sédo

apresentados na Tabela 4.
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As distribuicbes de tamanho podem ser classificadgsndo sua amplitude de variacéo,
em monodispersas, quando a amplitude é estreitpplaispersas, quando é ampla, portanto,
em um sistema considerado monodisperso as pagieyeesentardo variagdo de tamanho
muito pequena, ja em um sistema polidisperso easac@o de tamanho sera mais ampla
(GAUMET et al, 2008). O indice Span indica a polidispersidadardastra, e valores abaixo
de 1 estao relacionados a distribuicdo de tamamlgsuniformes (FAREEZ2t al, 2015).

As amostras apresentaram indice Span entre 0,1524 (@abela 4), indicando
uniformidade na distribuicdo de tamanho, podendocsasideradas monodispersas, 0 que é

possivel observar nos histogramas apresentadagdFig).
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Figura 16€: Distribuicdo de tamanho das microesferas de GGuplathente reticuladas

(n=100).
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As microesferas se mostraram esféricas, com valbeesircularidade entre 0,737 e
0,819 (Tabela 4).
A Figura 17 apresenta o grafico com os indicesirdelaridade médios e os intervalos

de confianc¢a calculados para as oito microesferas.

Figura 17. Resultados de indice de circularidade das miceoesfde GG:P duplamente

reticuladas.
0,86
085 |
084 |
083 |

082 | @

0,81 | ii:l
0,80 | @

0,79 |
0,78 |

0,77 | @
0,76 | @
0,75 | @

Circularidade

0,74 |
0,73 |
0,72 |
0,71 t
0,70 |
0,69 |
0,68 |
0,67 |
0,66

O Media

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 [_] Media + erro padréo
_T_ Intervalo de confianca

As microesferas M 4, M 7 e M 8 apresentaram maiaularidade que as demais
amostras (p<0,05), como pode ser observado nagrafiresentado na Figura 17, sendo que as
trés contém maior concentracdo polimérica (3%) miasoesferas M 4 e M 8 foram obtidas
com a proporcao G:P de 4:1.

A Figura 18 apresenta o grafico de Pareto com tmes absolutos dos efeitos dos
fatores selecionados sobre o indice de circulagidizd microesferas.

Os efeitos de maiores valores, em maodulo, que septam as variaveis que mais
influenciaram o indice de circularidade foram acsoriracdo de polimeros, a proporcédo G:P e a

concentracdo de farmaco.
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Figura 18: Gréfico de Pareto para os efeitos dos fatoredaalas sobre a resposta indice de
circularidade das microesferas de GG:P duplameititaitadas.

(2)Polimeros (%)

(1)Proporgéo G:P 0333767

(7)Farmaco (%) - 023072

(3)Cloreto de aluminio (%) 0104497

-0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Valor absoluto do efeito

A concentracdo de polimeros e a propor¢gédo G:P equaam efeitos positivos (0,057 e
0,033, respectivamente) (Figura 18), portanto, gdeoncluir que o aumento da concentracao
polimérica e a propor¢cdao G:P 4:1, que é o maioelnpara essa variavel, aumentam a
circularidade das microesferas. Ja a concentragddammaco apresentou efeito negativo
(-0,023), portanto o aumento de farmaco reduziucalaridade das microesferas.

A Figura 19 apresenta o grafico normal dos efestiise o indice de circularidade das
microesferas. E possivel observar que os efeifosof@centracdo de polimeros, (1) propor¢ao
G:P e (7) concentracao de farmaco foram os mamsfis@tivos sobre a circularidade, conforme
concluido a partir dos valores absolutos calculadapresentados no gréafico de Pareto (Figura
18).
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Figura 19: Grafico normal dos efeitos dos fatores avaliadisesa varidvel de resposta indice
de circularidade das microesferas.
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Para que a microesfera apresente adequada cidadlarisem a formacao de caudas ou
deformagfes durante o gotejamento, a gota de HEkirqge originara a microesfera ao entrar
em contato com o agente reticulante, ndo devefeentkr ao sofrer o impacto com a superficie
da solucdo e mesmo durante a agitacdo magnétia seviscosidade da dispersao polimérica
um dos fatores que contribuem para isso (SEIFERHIELIPS, 1997; CELLESEt al, 2004;
CHAN et al, 2009). Dessa maneira, a maior viscosidade d@emdiBes obtidas com maior
concentracdo polimérica e proporcdo G:P 4:1 dewnpdrmitido uma maior resisténcia da
gota de hidrogel a deformacdo durante o procesgotégamento, dando origem a microesferas
de maior circularidade ao final do processo.

J& a presenca do farmaco em concentracdo maislaldese reduzir a circularidade das
microesferas, pois seus cristais apresentam forarggalar (Figura 9) e estes provocam maior

irregularidade quando estéo proximos a superfimseparticulas (Figura 10).

5.4 Teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) representa @&eptagem de farmaco que
realmente permanece aprisionado na microesferaetamdo a quantidade total adicionada
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durante o processo de obtencdo das particulas (AHU&AI, 2010; AMMAR et al, 2012) e
traduz a capacidade que a formulagdo possui dsi@mi o farmaco nas particulas formadas
(OLIVEIRA, 2005). Menores perdas do farmaco parasalsicdes reticulantes refletem um
processo de obtencdo mais eficiente do ponto ¢k desencapsulacéo.

Os resultados de teor de farmaco e eficiéncia dapsulacdo estdo apresentados na
Tabela 5. Também sdo apresentados os valores dedéedarmaco teorico para cada
formulacdo, que foi calculado baseado na compost@ocada microesfera segundo o

planejamento dos experimentos (Tabela 3).

Tabela 5: Valores de teor de farmaco teodrico, teor de faomaensurado e eficiéncia de
encapsulacao do resveratrol nas microesferas de (&dia £ DP, n=3).

Teor de farmaco Teor de farmaco

Amostra teorico (%) mensurado (%) EE (%)
M1 11,11 10,96 £ 0,16 98,66 + 1,40
M2 20,00 19,61 £ 0,21 98,07 + 1,07
M3 14,29 13,94 +£0,12 97,59 + 0,81
M 4 7,69 7,48 £0,16 97,27 + 2,07
M5 20,00 19,44 + 0,34 97,18 £1,72
M 6 11,11 10,70 £ 0,35 96,34 + 3,17
M7 7,69 7,56 £ 0,09 98,34 + 1,20
M 8 14,29 13,87 £ 0,22 97,07 + 1,52

A EE% das microesferas foi bastante elevada, vdoiamtre 96,34 a 98,66% (Tabela
5), sem diferenca estatisticamente significatiiaeeas amostras (p>0,05). Isso pode ser devido
a baixa solubilidade do resveratrol em meio aquosque evita sua difusdo para a solucao
reticulante durante a preparacéo das microesferas.

A temperatura da solucéo reticulante também inflieena difusdo do farmaco, e,
consequentemente, a EE%. A perda de farmaco peolugéo reticulante de Alg/ldurante a
primeira reticulacdo das microesferas, foi atévefes maior em temperatura ambiente que a
perda de farmaco para a mesma solucao resfriadentda a 4°C.

As microesferas duplamente reticuladas e comp@&kas mistura GG:P apresentaram
maiores valores de EE% do RES quando comparadasnocnmesferas compostas apenas por
goma gelana reticuladas ionicamente com Al@$ quais apresentaram valores entre 48,76 e
87,52% de encapsulacdo do cetoprofeno, um farmecbada solubilidade, assim como o
resveratrol (BONlet al, 2015). Os valores das presentes microesferasétamioram
superiores aos valores de EE% do cetoprofeno enmoesieras de GG:P reticuladas apenas
ionicamente (AIG), cujos valores ficaram entre 52,22 e 88,78% (FRREHW, 2013;
PREZOTTlIet al, 2014), mostrando que a associacao destes dassgdarideos bem como a
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estratégia da dupla reticulacdo podem melhoracapsulacdo de farmacos pouco soluveis nas

microesferas.

5.5 Intumescimento

A GG e a P tém a capacidade de formar hidrogées pqdem ser definidos como redes
macromoleculares, tridimensionais, reticuladas drofilicas, capazes de absorver grandes
quantidades de liquido e intumescer em contato soiocdes aquosas ou fluidos biologicos
(GUPTA et al, 2002; BERGERet al, 2004; PATIL et al, 2010; KEAWCHAOON e
YOKSAN, 2011).

O intumescimento significa a expansao do volumeada pela rede polimérica devido
a entrada de liquido em seu interior, 0 que levawsoento nas dimensdes das microesferas.

A concentracdo ou a quantidade de liquido que @& raldsorve durante seu
intumescimento € conhecida como absorcadiquud uptake(em inglés). A distincdo entre
intumescimento e absorcdo pode ser encontradaversds trabalhos na literatura, entretanto,
muitos avaliam apenas a absorgédo e tratam-na cem#oso intumescimento do hidrogel
(FLEMING e KOROS, 1986).

Apesar de o intumescimento ser o resultado da @dsode liquido, sdo duas
propriedades distintas a serem mensuradas, jaequesempre a entrada de liquido resulta em
expressiva expansdo da estrutura. Embora sejamigatages que se correlacionam, a técnica
empregada e a grandeza avaliada determinam qumlgatade sera mensurada.

O intumescimento pode ser avaliado a partir da deeda dilatacdo no volume de uma
massa polimérica apds intumescer, o que pode isepfE observacao visual em uma proveta,
ou qualquer outra vidraria graduada (BARU al, 2002; CONSTANTINet al, 2004). Ou
também pode ser analisado a partir da medida duoetli@ das microesferas antes e apds o
intumescimento, utilizando um microscopio épticourn estereoscopio que permitam realizar
as medidas através de um micrometro ou pela caplieiranagens e posterior analise em
softwaresapropriados (PICKURet al, 1986; ALMEIDA e ALMEIDA, 2004; LUCINDA-
SILVA et al, 2006; CARDOSO, 2014).

Neste trabalho, ambas as propriedades de intumestingwelling e capacidade de
absorcéao de liquiddiquid uptakg das microesferas foram avaliadas.

O intumescimento foi avaliado volumetricamenteawads da determinacdo do volume
ocupado pelas microesferas secas e pelas micragsfdumescidas durante 240 minutos, e a
capacidade de absorc¢éo de liquido foi avaliadaimgetvicamente, pela determinagdo da massa

de liquido absorvido por massa de microesferas. gsnds testes foram realizados utilizando
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meios com diferentes valores de pH que simulamlasj@acontrados nos diferentes segmentos
do TGI (HUAet al, 2015).

A capacidade de intumescimento (%) das microesferagliferentes meios estudados é
apresentada na Figura 20. No grafico, o circuldrakrepresenta a média, o retangulo externo
representa a média = erro padrdo e as barras eepmes o intervalo de confianca (IC),

calculado a partir da seguinte equacao: IC = medi®6*desvio padrao.

Figura 20: Porcentagem de intumescimento em funcdo do pHedo em que as microesferas
foram incubadas por 240 min.
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Em pH 1,2 as microesferas intumesceram em medi®834550,90%, em pH 6,0 esse
valor foi de 208,33 + 40,83% e em pH 7,4 o inturmasato foi de 191,67 + 50,36%.

E possivel observar no grafico apresentado na &ig0rque as amostras apresentaram
menor intumescimento em pH 1,2 (p<0,05) e que ndovén diferenca estatisticamente
significativa entre a porcentagem de intumescimea® microesferas em tampéao fosfato de
sédio pH 6,0 e pH 7,4 (p>0,05).

A influéncia do pH no intumescimento das microesfeé uma propriedade muito
importante a ser avaliada durante o desenvolvimedetaum sistema para liberacdo sitio-
especifica utilizando-se polimeros hidrofilicos,aunez que é um indicativo da facilidade e da
velocidade com as quais um liquido é capaz de enea matriz polimérica (ALMEIDA e
ALMEIDA, 2004), além de fornecer importantes inf@agdes para o entendimento da cinética
de liberacdo do farmaco (MULHBACHE® al, 2004; MAITIl et al, 2011).
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O intumescimento também é importante para a degiadadrolitica ou enzimatica dos
polimeros hidrofilicos (DAVARANet al, 1999). A expansédo da rede com a entrada de ¢iquid
deve permitir 0 acesso das enzimas responsaveisdpgtadacéo dos polimeros aos sitios de
clivagem (YINet al, 2001; OLIVEIRA e CAVALCANTI, 2007; PREZOTTét al, 2012).

Ainda, por se tratar de microesferas mucoadesivgsau de intumescimento também é
um importante indicativo da capacidade mucoadedovaistema. Para o estabelecimento da
mucoadesado entre o sistema e 0s constituintes do,unecessario um primeiro estagio de
intimo contato entre os polimeros e a superficielobica, para que entdo ocorra a
interpenetracdo das cadeias poliméricas com asudaan Entretanto, isso s6 € possivel se 0
sistema apresentar certo intumescimento no meiquanse encontra (DUCHENS al, 1988;
SRIAMORNSAK et al, 2010).

O estudo do intumescimento também revela a pofepoidecdo que o sistema ira
conferir ao farmaco encapsulado em seu interiotraoa liberacdo prematura em um sitio
indesejado, ou contra a degradacdo por exposigéiozianas e ao conteudo dos diferentes
ambientes do TGI.

A Figura 21 mostra que o aumento do intumescimesggue a variacao de pH
encontrada ao longo do TGI (pH baixo do estdmagguiiso de aumento até a neutralidade no

intestino delgado e posterior reducdo no colon)AHdtal, 2015).

Figura 21: Representacdo do comportamento do intumescimenttuecdo do pH do meio,
conforme a variacéo que ocorre ao longo do TGI.
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Observou-se um menor intumescimento em meio aeimorelacdo ao intumescimento
em meios com valores de pH mais elevados, sendoequepH 1,2, as microesferas
intumesceram cerca de 24% menos que em pH 7,4& der30% menos que em pH 6,0.

O intumescimento de polimeros que possuem grupasémizaveis € dependente do
pH e da forca idnica do meio. Com o aumento dopumeros aniénicos tendem a aumentar
seu intumescimento, enquanto polimeros catibnieglem a intumescer menos, como
consequéncia de alteragbes conformacionais dasasadies polieletrélitos (MULHBACHER
et al, 2004; NARKARet al, 2010).

Em meio &cido, no qual ha predominio de iofisd$ grupamentos carboxilicos da GG
e da P permanecem protonados, reduzindo a repelsfrostatica, permitindo uma maior
aproximacao entre as cadeias, o que dificulta atpegéio de liquido na estrutura polimérica e a
consequente expansado da matriz, ambos fatoresequeem a capacidade de intumescimento
do sistema (BAJPAét al, 2008; OLIVEIRAEet al, 2010; SOUTO-MAIORet al, 2010).

Em valores de pH mais elevados, como pH 6,0 eqtid sdo superiores ao p#a GG
(pKs=3,5) e da P (pK3 — 4), as cadeias apresentam-se carregadasvaegatite, devido a
ionizacdo dos grupos carboxilicos em anions cakdtosi (COO), o que leva ao aumento da
hidrofilia dos polimeros e a repulsédo eletrostatiaa cadeias, que favorece a entrada de liquido
no sistema e resulta na maior capacidade de intimesto.

Uma caracteristica vantajosa em um sistema deatifer colbnica € o0 seu baixo
intumescimento em condi¢cdes acidas, porém elevado cendicdbes mais proximas a
neutralidade, como as encontradas no meio intéspios assim o sistema deve permitir taxas
de liberagdo mais reduzidas e conferir maior pémep farmaco, o que é favoravel ao objetivo
pretendido (DAVARANet al, 1999).

5.6 Determinacao da capacidade de absorcao de liquido

A capacidade de absorcao de liquido em funcéo ddgoideio também estéa relacionada
com a protecdo do farmaco encapsulado durantengitbano TGI, quando administrado
oralmente.

Ao atravessar os diferentes 6rgaos do TGI, comsbtago, estbmago, intestino delgado
e colon, ele é exposto a conteudos de diferentepasicoes e valores de pH, os quais podem
variar de aproximadamente 1,2 — 3,0 no estdmagpendiendo do estado de jejum ou
alimentado, 7,0 — 8,0 na parte distal do intestietgado e 5,5 — 7,0 no colon, devido a
acidificacdo que os produtos de fermentacdo datiEs colbnicas causam nesta regido
(GUPTAet al, 2001; MAITl et al, 2011).
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A absorcdo de liquido também se relaciona com aadegilidade enzimatica do
sistema, e é uma caracteristica muito importargeravaliada, principalmente para sistemas
em que a liberacdo no sitio alvo depende da degfiadanzimatica especifica.

Para que ocorra a degradacao por ataque de enAmasgessario 0 acesso destas aos
sitios de clivagem, que é dependente da entratiguidos na rede polimérica (DAVARAIRst
al., 1999; YINet al, 2001; PREZOTTEt al, 2012).

A Figura 22 apresenta o grafico da porcentagemiqiedb absorvido em diferentes
valores de pH. No gréfico, o circulo central reprgéa a média, o retangulo externo representa a
média + erro padréo e as barras representam ealdate confianca (IC), calculado a partir da

seguinte equacdo: IC = média + 1,96*desvio padrao.

Figura 22. Porcentagem de absorcdo de liquido em funcdo dadg@Hneio em que as
microesferas foram incubadas por 240 min.
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Em pH 1,2 as microesferas absorveram em média 364,8,42%, em pH 6,0 esse
valor foi de 118,27 + 14,73 % e em pH 7,4 a absofgade 139,31 + 39,58%. A absorcédo de
liquido em pH 1,2 foi cerca de 11% menor que embpgHe cerca de 25% menor que em pH
7,4.

A partir do grafico apresentado na Figura 22, ésivet observar que as amostras
apresentaram menor absor¢cdo de liquido em pH 1sP,dp), e ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre a porcentagentiquido absorvido pelas microesferas nos
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meios com valores de pH 6,0 e 7,4 (p>0,05), comaimo os resultados de intumescimento
apresentados anteriormente.

A Figura 23 apresenta o comparativo entre a absatediquido (%) de microesferas de
GG:P duplamente reticuladas e reticuladas ionicéenem estudo realizado por PREZOTTI
(2013). Para as amostras duplamente reticuladgmr@entagem de liquido absorvido em
funcdo do pH foi analisada apds 4 horas de comabe as particulas e o meio, e para as
reticuladas ionicamente esse tempo de contato doil,8h. No gréfico, o circulo central
representa a média, o retangulo externo representaédia * erro padrdo e as barras

representam o intervalo de confianca (IC), calaulagbartir da seguinte equacgéao: IC = média +
1,96*desvio padrao.

Figura 23: Comparativo entre a absor¢do de liquido das nsteces de GG:P duplamente

reticuladas e de microesferas de GG:P reticulamasamente obtidas por PREZOTTI (2013).
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As microesferas que passaram pelo processo dalagfo ibnica absorveram, de modo
geral, 268,61 * 43,94% de liquido em meio acidolp® 234,31 + 28,99% em tampao fosfato
de sédio pH 6,0 e 244,39 + 33,96% em tampéao fosfatwodio pH 7,4.

Os dados apresentados na Figura 23 demonstram squeiceoesferas duplamente
reticuladas apresentaram invariavelmente menorrgdsode liquido que as microesferas
reticuladas ionicamente. Em meio acido (HCl 0,1N pH), a absorcdo foi cerca de 61%

menor, em pH 6,0 foi cerca de 50% menor e em pHor gproximadamente 43% menor.
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A dupla reticulacédo foi capaz de reduzir a absom@diquido nas microesferas nos
diferentes valores de pH avaliados (pH 1,2; 6,04& ™esmo apos 4 horas de ensaio, quando
comparada com a absorgédo observada para micreesie@G:P reticuladas ionicamente, em
solugbes com mesmos valores de pH, em ensaioaéalpor 1,5 horas (PREZOTTI, 2013).

Ao reduzir o intumescimento e absorcédo de liquidocpalmente em meio acido, a
dupla reticulagcdo representa uma promissora egi@apara o delineamento de sistemas para
liberacdo colon-especifica de farmacos, e confa®mtapacidade de prote¢cdo do farmaco

encapsulado contra a liberacéo e/ou degradaca@preamo estbmago.

5.7 Erosao

Enquanto o intumescimento avalia 0 aumento na fafanmicroesfera, a erosao indica
perda de massa, sendo um indicativo de como dwstrda matriz evolui com o tempo ao ser
exposta a um determinado meio (ALMEIDA e ALMEIDA)®).

As taxas de liberacdo do farmaco podem ser acekede acordo com a mobilidade das
cadeias poliméricas ou a erosdo da matriz, por@anbm importante parametro a ser avaliado
em matrizes poliméricas hidrofilicas como as misfekas de GG:P (KORSMEYER!t al,
1983; MADERUELOet al, 2011).

A Figura 24 apresenta o grafico com a porcentageerasao em funcao do pH do meio
e o intervalo de confianca (IC) calculado para i&s microesferas. No gréfico, o quadrado
central representa a média, o retangulo extern@septa a média = erro padrdo e as barras
representam o intervalo de confianga (IC), calaulaghartir da seguinte equacao: IC = média +
1,96*desvio padréao.

Ao final do teste, as microesferas tiveram sua éoasférica preservada para todos os
meios avaliados. Em pH 1,2, as microesferas apiaasem erosdo de 9,68 + 4,89%, em pH 6,0
esse valor foi de 8,42 + 4,31% e em pH 7,4 a erfmade 12,06 £ 9,70% (média £ DP). A
partir do grafico (Figura 24) € possivel observae g pH néo influenciou significativamente a

erosao das microesferas (p>0,05).
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Figura 24: Eroséo (%) em funcéo do pH do meio em que as sstecas foram incubadas por
240 min.

18

Eroséo (%)

-
L

B édia
[_] Média = erro padrio
_T_ Intervalo de confianca

pH12  pHBO0  pHT74

A analise comparativa dos dados de intumescimemmsio (Figura 25) evidencia a

reduzida eroséo sofrida pelas microesferas emaekag intumescimento.

Figura 25: Valores da porcentagem de erosdo e intumescimesso nicroesferas apos
exposicao a meios com diferentes valores de pHiéntelL).
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Ao absorver liquido, a camada mais superficial dasoesferas geleifica, e as cadeias

se afastam, promovendo o intumescimento da mdtomma-se uma zona de gel, na qual
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diferentes processos ocorrem. Quanto mais liquidbsérvido pelo sistema, maior se torna
essa camada geleificada, por onde o farmaco difatéleser liberado. As primeiras cadeias
poliméricas a entrarem em contato com o meio, oa, s8s mais externas relaxam

gradualmente, até perderem a consisténcia e s#w#igmm, momento em que se inicia a erosao
da matriz (MADERUELCet al, 2011).

A rapida erosdo de grande porcentagem da matriz poelerar as taxas de liberacdo do
farmaco, prejudicando o controle do sistema. Ptotea reduzida erosdo e a manutencéo da
forma esférica das microesferas favorecem o cantlek taxas de liberacdo do farmaco, e
permitem a liberacdo mais lenta, controlada e defifeel, segundo sua composi¢cdo mais ou
menos reticulada (ALMEIDA e ALMEIDA, 2004).

5.8 Determinacao da solubilidade do RES

A determinacédo da solubilidade do farmaco é fundaahgara que se possa atender as
condicfessinkem ensaios de dissolucaovitro. Sendo assim, a solubilidade do resveratrol foi
determinada através do método do equilibrio, nd gddrmaco é adicionado em excesso para
garantir a saturagao do meio (PEZZINI e FERRAZ,72000NG e WEN, 2008). Avaliou-se a
solubilidade nos meios de dissolucdo e em outragsmelevantes para o objetivo do trabalho,
como agua purificada e tampéao TC199, utilizado estet de permeacdo. Os valores de

solubilidade expressos em concentracao sao apaessma Tabela 6.

Tabela 6: Solubilidade (ug/mL) do RES em diferentes meio&dia + DP).

Meio Solubilidade (ug/mL)
HCI0,IN pH 1,2 Insoluvel
HCI 0,1N pH 1,2 com 0,50% de LSS 52,73 £ 13,47
HCI 0,1N pH 1,2 com 0,75% de LSS 135,48 + 4,06
HCI 0,1N pH 1,2 com 1,00% de LSS 169,55 + 2,73
HCI 0,1N pH 1,2 com 1,25% de LSS 189,28 + 5,72
HCI 0,1N pH 1,2 com 1,50% de LSS 233,72 £2,92
HCI 0,1N pH 1,2 com 1,75% de LSS 282,64 £ 4,53
HCI 0,1N pH 1,2 com 2,00% de LSS 332,62 £ 5,51
Tampao fosfato de sédio pH 6,8 5,44 + 2,75
Tampao fosfato de sédio pH 6,8 com 1% LSS 249,84 6
Agua purificada 42,65 + 1,69
Tampéao TC 199 44,26 £ 1,90
Tampéo TC 199 com 0,10% de LSS 73,15+ 1,05
Tampéo TC 199 com 0,50% de LSS 176,96 + 3,51
Tampéo TC 199 com 1,00% de LSS 312,86 £ 7,40
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O RES é um farmaco pouco soluvel, e em meio aciilnmdécessaria a adicdo do
tensoativo (LSS) para alcancar alguma solubilidddenodo que na presenca de 0,5% de LSS
a solubilidade foi de 52,73 + 13,47 pug/mL, enquaodéoa 1,0% de LSS esse valor foi de
169,55 + 2,73 pg/mL (3x maior). Baseando-se negakses, a concentracdo de tensoativo
escolhida para o ensaio de dissolugéo foi de 1®USS.

Para o tampao fosfato de sddio pH 6,8, na ausé&lecitensoativo a solubilidade do
resveratrol foi de apenas 5,44 + 2,75 ug/mL e gdadide 1% de tensoativo levou a um
aumento na solubilidade do farmaco, que foi de®49%4,4 pg/mL, valor aproximadamente
46 vezes maior.

O RES apresentou solubilidade de 42,65 + 1,69 pug/mlagua purificada e de 44,26 *
1,90 pg/mL em tampéo TC 199 sem tensoativo, enquamin a adicdo de 1% de LSS ao
tampéao TC 199 alcancou-se a solubilidade de 312880 pg/mL (7x maior).

5.9 Determinacao do perfil de liberacédn vitro do farmaco em meio acido

A encapsulacdo de farmacos em microesferas potiagpgara administragdo oral pode
trazer diversos beneficios, como controlar a exgaosdo farmaco aos diferentes ambientes do
TGl, protegendo-o da destruicdo em outros siti@esr§io o de acdo, resultando em uma melhor
estabilidade, e também pode evitar possiveis sfeitmosos do farmaco sobre as mucosas,
como irritagdes ou inflamagdes (CELLES Ial, 2004).

A liberagcdo pode ser controlada pela degradacdc#d#®sm dos materiais que compdem
as microesferas, permitindo vetorizar o farmacomatecido ou 6rgdo alvo, o que é muito
importante para otimizar o efeito terapéutico eurerdefeitos adversos (CELLES®t al, 2004;
FREIBERG e ZHU, 2004; GAMBOA e LEONG, 2013).

A vetorizacdo de farmacos para o colon € extremtarigiportante e atrativa, seja para
terapia de doencas que afetam essa regido do ®@f também para a administragdo oral de
proteinas e peptideofssim, um sistema capaz de proteger o farmaco sulzo em seu
interior contra a liberacdo prematura em meio goddque permite sua liberacdo ao atingir o
coOlon especificamente, pode ser considerado uensispromissor para a liberacdo coldnica de
farmacos.

Sendo assim, os perfis de liberacdo do RES em aoado (pH 1,2) foram estudados, a
fim de avaliar a protecéo das microesferas dupléareticuladas contra a liberagdo prematura
do farmaco no estémago. Os perfis estdo apresentadgrafico da Figura 26.
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Figura 26: Perfis de liberacdo do RES em meio acido (HCI QAN 1,2 com 1% LSS) a
partir das microesferas de GG:P duplamente retlaglémédia + DP).
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A porcentagem de farmaco liberado apds 120 mirertosneio acido variou entre 15,70
e 26,98%, como mostra a Tabela 7.

Tabela 7: Porcentagem de farmaco liberado em meio acido (HO\W pH 1,2 com 1%
LSS) ap6s 120 minutos para o planejamento sat@atignédia + DP; n = 3).

Amostra % farmaco liberado em meio acido apos 120 min
M1 24,49 + 0,37
M2 18,60 + 1,31
M3 21,27 £ 0,85
M4 25,59 £ 0,56
M5 18,62 + 0,87
M 6 22,74 £0,84
M7 26,98 £ 0,08
M 8 15,70 + 0,10

Kulkarni e co-autores (2011) reportaram o maiortiad@ das taxas de liberacdo de
microesferas de goma gelana e albumina apos alegt#o covalente com o Glu. Comparando
a dupla reticulacdo do presente trabalho com autatido ibnica de microesferas de GG:P
obtidas anteriormente (PREZOTTI, 2013), tambémpfmssivel observar o maior controle da
liberacdo do farmaco encapsulado apos o procesdopde reticulacdo. As amostras M 2, M 5
e M 8 apresentaram taxas inferiores (de 15,7 a%d)8& taxas de liberacdo em meio &cido
apresentadas por microesferas de GG:P reticuladasmimente (20 a 34%). Portanto, pode-se
concluir que a dupla reticulagdo € uma ferrametitgpara reduzir as taxas de liberacdo em

meio &cido, sendo uma estratégia promissora pastindazacdo de sistemas de liberacéo
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colénica de farmacos, e uma alternativa aos rewmestos pH-dependentes geralmente
empregados para evitar a liberagdo do farmacoorgdes superiores do TGl (FERRA&Ial,
2015).

Diferentes eventos estdo envolvidos na liberacadadnaco a partir de uma matriz
hidrofilica, como as microesferas de GG:P. Prinmegiate, por se tratar de um sistema no qual
predomina o intumescimento em relagdo a erosdar@Rp), € necessaria a entrada de meio na
matriz e o intumescimento da mesma, para que caffrmpossa ser dissolvido e, entdo, suas
moléculas difundirem através da camada de gel panaeio externo, sendo liberadas das
microesferas. Durante esses eventos, ocorre umeeipegerosdo da camada mais superficial
das microesferas (MADERUELEX al, 2011).

A dupla reticulagéo leva a formacdo de uma redes migida devido a introducdo de
ligacOes covalentes entre as cadeias poliméricascquastituem a microesfera, o que, como
demonstrado anteriormente, reduziu a capacidade stddsmas de absorverem liquido e
intumescerem em pH 1,2, fatores que contribuirara @anenor liberacdo do farmaco em meio
acido.

A Figura 27 apresenta o grafico com as médias deeptagem de farmaco liberado
apos 120 minutos em meio acido e o intervalo defiaoga calculados para as oito
microesferas. No grafico, o quadrado central regimasa média, o retdngulo externo representa
a média £ erro padrédo e as barras representanerydid de confianca (IC), calculado a partir
da seguinte equacao: IC = média * 1,96*desvio madra

A partir do gréfico € possivel concluir que a ameodt 8, que apresenta proporcao G:P
4:1, maior concentracdo polimérica (3%) e mais &wwn(0,5%) foi a que liberou menor
porcentagem do resveratrol em meio acido, apena0%b (p<0,05). Esta amostra também
permaneceu pelos maiores tempos de reticulacdcogios nas solucdes reticulantes mais
concentradas (5% de Al 1% de Glu).

J& a amostra M 7, que apresenta propor¢do G:Rmkiby concentracdo de polimero
(3%) e menor concentracdo de farmaco (0,25%),dibarmaior porcentagem de RES ap6s 120
minutos de teste (26,98%) (p<0,05) (Figura 27).t&spos de reticulagdo em cada meio e a
concentragdo dos agentes reticulantes para essramariaram entre 0S maiores e 0s menores

valores propostos no planejamento fatorial.
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Figura 27: Porcentagem de farmaco liberado a partir das esfecas de GG:P duplamente
reticuladas apés 120 minutos em meio acido (HQUI@H 1,2 com 1% LSS).
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A Figura 28 apresenta o gréfico de Pareto com tmes absolutos dos efeitos dos
fatores selecionados sobre a porcentagem de fartitmgado ap6s 120 minutos em meio
acido.

Figura 28 Grafico de Pareto para os efeitos dos fatoresaaha sobre a resposta
porcentagem de farmaco liberado apds 120 minutomieim acido.
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Os efeitos de maiores valores, em médulo, forandassfatores (7) concentracdo de
farmaco e (1) proporgcédo G:P, portanto, ambos dexarcer maior influéncia sobre o controle
das taxas de liberacdo em meio acido.

A Figura 29 apresenta o grafico normal dos efestasre a porcentagem de farmaco

liberado apds 120 minutos em meio acido.

Figura 28: Grafico normal dos efeitos dos fatores avaliadimes a resposta porcentagem de
farmaco liberado apés 120 minutos em meio acido.
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E possivel observar que os fatores (7) concentrdedfiirmaco e (1) propor¢cdo G:P
exerceram maior efeito sobre a liberacdo do farneataneio acido, pois afastaram-se mais do
eixo que passa pelo valor zero do eixo das abg¢issasorme concluido a partir dos valores
absolutos calculados e apresentados no gréficamagdRFigura 28).

A concentracdo de farmaco e a proporcdo G:P apezaen efeitos negativos (-6,40 e
-2,18, respectivamente) (Figura 28), evidenciang® ajproporcao G:P 4:1, que € o maior nivel
para essa variavel, e o aumento de farmaco na facaw diminuem a liberacdo em meio
acido.

No entanto, o efeito principal da concentracdo éeméco, de acordo com o

planejamento 2* esta confundido, ou seja, engloba em seu valefeito de interacéo binaria
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dos fatores 3 e 4 (Tabela 1) que sédo a concentrdgdo reticulantes AlGl e Glu,
respectivamente, e esta interacdo binaria podsigficativa, visto que o grau de reticulacao
pode influenciar a liberagdo do farmaco. Porém, apenas oito ensaios realizados, o
planejamento saturado n&o possui graus de libergedtia calcular se os efeitos sao
estatisticamente significativos e ndo se pode wuoafi essa hipétese (RODRIGUES e IEMMA,
2005; NETOet al, 2010a). Sendo assim, se faz necessaria a réadig@cum maior nimero de
experimentos a fim de confirmar a significancia déstos de cada um desses fatores, o0 que

pode ser feito atraveés de um planejamento fatooiapleto, e sera apresentado no Capitulo Il1.

5.10 Estudos da mucoadesividade das microesferas
5.10.1 Avaliacdoin vitro da mucoadesé&o

A mucina, principal componente do muco, esta dinetste envolvida no fenémeno de
mucoadesao. No organismo, sua conformacéo e gavdam variar de acordo com o volume, a
composicao e o pH do fluido bioldgico presente enagorcao do TGI (SOSNI&t al, 2014).

O muco que reveste as diferentes mucosas tambéne @ifn concentracdo de mucina, espessura e
pH e todos estes fatores influenciam diretamenprosesso de mucoadesdo (MADSENal,
1998; SOSNIKet al, 2014)

A capacidade mucoadesiva dos polimeros esta rett@ocom a flexibilidade de suas
cadeias e com a presenca de grupos funcionaisesapazinteragir com 0s grupos funcionais
da mucina presente no muco. Porém, quando seaaalim reacdo de reticulacdo, tanto a
flexibilidade quanto o numero de grupos funcioiaies podem ser reduzidos, interferindo no
processo de mucoadesdo (CRCAREVSKE®Aal, 2008). Além disso, os grupos funcionais
livres podem apresentar-se ionizados ou ndo, depdodde seus valores de p&Kdo pH do
meio em que se encontram, influenciando tambémaadesdo do sistema.

O ensaio de adsorcao de mucina em valores de idatess aos ambientes gastrico
(pH 1,2) e coldnico (pH 6,8) teve por objetivo damla influéncia do pH na capacidade de
adsorcao da mucina as microesferas.

A Figura 30 apresenta o grafico da quantidade da@mawdsorvida nas microesferas em
funcdo da quantidade de mucina adicionada nas@swaguosas com diferentes valores de pH
(1,2 € 6,8).
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Figura 3C: Quantidade de mucina adsorvida nas microesferafuegdo da quantidade de
mucina adicionada nas solu¢des em A) pH 1,2 e Bj,gH
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Para todas as formula¢cdes de microesferas, a dadatde mucina adsorvida aumentou
com o aumento da quantidade de mucina adicionadae#m (Figura 30), indicando a elevada
capacidade mucoadesiva dos sistemas. O mesmo dampato foi observado para
microesferas de goma gelana reticuladas coms;ABIDNI et al, 2015), para microesferas de
GG:P reticuladas ionicamente (PREZOTétl al, 2014) e por Sonia e Sharma (2011) para
microparticulas de quitosana também obtidas peifgecao ionotrdpica.

As microesferas duplamente reticuladas adsorvesamnédia, 13,52% menos mucina
que as microesferas de goma gelana reticuladasammente com AIGI(BONI et al, 2015) e
9,13% menos que as microesferas de GG:P reticuladeamente (PREZOTTét al, 2014),
indicando que a dupla reticulacdo influenciou ocpsso de adsorcao de mucina. A reducgao
observada na adsor¢cao deve estar relacionada ao gnau de reticulacdo, que originou uma
rede mais rigida e reduziu o numero de grupos dmais livres capazes de interagir com os
grupos funcionais da mucina (CRCAREVSlkeAal, 2008).

As amostras em pH 1,2 adsorveram entre 659,06 &388g de mucina, e em pH 6,8
0s valores variaram entre 648,23 e 202Qg (Figura 30).

E importante observar que, exceto para as formesalb1, M 3 e M 4, as microesferas
incubadas com as solugbes de mucina em pH 6,8empaeasm uma maior quantidade de
mucina adsorvida as suas superficies em relacgbl 492 (p<0,05).

A maior adsor¢cdo de mucina em pH 6,8 que em pH Lbha caracteristica desejavel
para o sistema desenvolvido, pois é uma evidéreianta maior interacdo do sistema com a
mucosa colbnica, o que, associado ao menor intumesto e as baixas taxas de liberacdo em
pH 1,2, constitui um importante conjunto de prope@es promissoras para um sistema
mucoadesivo para liberacdo colbnica de farmaca@dpadministrado pela via oral.

Em pH 6,8, os grupamentos carboxilicos livres (mé&bculados) dos polimeros
constituintes das microesferas e o0os grupamentacasaldas cadeias de mucina devem
apresentar-se negativamente carregados, devidoza¢do, uma vez que o pH do meio é maior
do que o pK dos materiais (goma gelana - $R,5; pectina - pK3-4; mucina - pk=2,6),
conforme demonstrado no item 5.2.1 do Capituloelsda forma, interagdes hidrofébicas e/ou
ligacoes de hidrogénio devem ser as responsaveispeoadesdo (SRIAMORNSAEKt al,
2010).

A repulséo eletrostatica entre as cadeias polim&tdieva a uma estrutura mais frouxa,
com as cadeias mais distendidas, o que favorecéegpénetracdo e posterior formacdo de
ligacdes. Alem disso, a hidrofilia do sistema é antada quando os grupamentos carboxilicos
encontram-se na forma ionizada, o que favorecencepso de intumescimento, e tais fatores

favorecem, portanto, a interpenetracdo das cadksagolimero e mucina e a formacao de
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ligacBes, principalmente as ligacdes de hidrogéras hidrofobicas (ANDREWSEL al, 2009;
MANSURI et al, 2016).

No valor de pH 6,8, a maior repulsdo eletrostagofre as cadeias negativamente
carregadas promove a dilatacdo da rede e, possntdo maior relaxamento das cadeias, que
tornam-se mais disponiveis para a interpenetragiio & cadeias de mucina, e posterior
estabelecimento das interacbes hidrofobicas e/gacdes de hidrogénio, as quais sao
responsaveis pela mucoadesdo (EDSMAN e HAGERSTRZINS; JOERGENSEMNt al,
2011).

Em pH 1,2, deve ocorrer a ionizagao parcial da ney@nquanto é esperado que as cadeias
poliméricas apresentem-se na forma nao ionizada,ssus grupamentos carboxilicos protonados,
conforme demonstrado anteriormente (item 5.2.1jtGlapl). Entretanto, é possivel que interacdes
fracas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénioram entre os polimeros e as cadeias de
mucina, gerando, para algumas formulac®désl( M 3 e M 4)adsorcao semelhante a que ocorre
em pH 6,8.

5.10.1.1 Isotermas de adsorcao da mucina

Isotermas sao representacdes gréaficas, sendo cuésaterma de adsorcao representa a
relacdo entre a quantidade de soluto adsorvidenassa de adsorbentersusa quantidade de
soluto livre no sobrenadante, e permite avaliaistibluicdo do soluto entre a fase liquida e a
fase sélida em diferentes concentragfes (SNOEYISKIBIMERS, 1990; NGet al, 2002).

As isotermas de adsorgédo da mucina representarardidade de mucina adsorvida por
unidade de massa de microesfer@g, (Mg/g) versusa concentracdo de mucina livre no
sobrenadanteC;, mg/L) e sdo apresentadas na Figura 31. A pagstedgrafico € possivel
avaliar a distribuicdo da mucina adsorvida nasaegferas e livre no sobrenadante, e, portanto,
avaliar a interacdo mucina — microesferas, queesgmta a capacidade mucoadesiva dos
sistemas (PREZOTTI, 2013)
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Figura 31: Isotermas de adsorcdo da mucina as diferentesesieras avaliadas em A) pH 1,2
e em B) pH 6,8.
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As amostras M 5, M 6, M 7 e M 8, apresentaram lavatimente, maiores quantidades
de mucina adsorvida em relagcdo a mucina livre hoes@dante, em ambos os valores de pH e
para todas as concentracdes avaliadas, o que podebservado a partir das isotermas de
adsorcao relativas a essas formula¢des nos graresentados na Figura 31.

Os modelos de Langmuir e Freundlich foram aplicaglos dados obtidos a fim de
buscar um melhor entendimento sobre as propriedadiesoadesivas das microesferas
estudadas, particularmente a capacidade de adsoecatensidade de interagéo.

O modelo de Freundlich descreve a adsor¢cdo de uoo @oluto (mucina) sobre o
adsorbente (microesferas) e baseia-se na dis@ibuigulticamadas deste soluto sobre a fase
sélida, assumindo uma superficie heterogénea coandistribuicdo de calor de adsor¢céo nao
uniforme (SNOEYINK e SUMMERS, 1990; N€&t al, 2002; GUO e GEMEINHART, 2008).

O modelo de Langmuir considera uma interacao efspeged forte entre o soluto (mucina) e o
adsorbente (microesferas), com distribuicdo homegéio soluto por toda a superficie do
adsorbente, que leva a formacéo de uma monocar&lat(al, 2002).

A representacdo esquematica da adsorcdo de musinaicoesferas segundo os
modelos de Langmuir e Freundlich para a adsorcdaurdelnico soluto em solugédo é
apresentada na Figura 32.

Figura 32: Adsorcdo da mucina segundo os modelos teéricokatgmuir e Freundlich
(adaptado de PREZOTTI, 2013).
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Para o modelo de Langmuir, as isotermas foram abtidravés dos graficog/Qe vs Ce

apresentados na Figura 33, que representam agnsstde adsorcao de Langmuir.
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Figura 33 Isotermas de adsor¢cdo de Langmuir para mucinanadaonas diferentes
microesferas em A) pH 1,2 e B) pH 6,8.
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A partir do valores de” (Tabela 8) obtidos através da regressao linede-pe observar
gue os dados obtidos néo se correlacionaram cowdelmde Langmuir, exceto para a amostra
M6 em pH 1,2.

Tabela 8: Valores dos parametros do modelo de Freundlicidabta partir da regressao
linear das curvas de log@s logQ. e coeficientes de determinacéd) (das isotermas de
Freundlich e Langmuir para os diferentes valoreghile

Freundlich Langmuir
Amostra n k r2 r2

M1 1,09 1,45 0,986 0,201

M 2 1,28 2,29 0,954 0,456

M3 1,16 1,58 0,992 0,666

DH 1,2 M4 1,26 2,80 0,976 0,612
’ M5 1,85 9,54 0,986 0,930

M 6 1,72 7,61 0,991 0,998

M7 1,30 3,73 0,982 0,711

M 8 1,15 2,28 0,980 0,362

M1 1,00 1,01 0,982 0,002

M 2 1,10 1,86 0,999 0,786

M3 1,15 1,89 1,000 0,981

pH 6,8 M4 1,29 2,20 0,916 0,295
M5 1,88 11,18 0,975 0,904

M 6 1,75 10,32 0,965 0,847

M7 1,90 11,46 0,905 0,745

M 8 1,39 5,05 0,990 0,876

O modelo de Freundlich € descrito pela Equacadmaa lfnearizada):

Q, =k x Cel/n Equacéo 12

Para valores fixos de e Ce (concentracdo de mucina livre no sobrenadante, yng/L
constantek € diretamente proporcional@: quantidade de mucina adsorvida por unidade de
massa de microesferas, mg/g), portanto, quantorneamalor dek, maior a capacidade de
adsorgcédo de mucina por unidade de massa de mieragghg/g). Para valores fixos kle Ce,
quanto maior o valor de, maior a forca de interacdo envolvida na adsore&®, passa a ser
independente d€,, ou seja, a adsorcdo de mucina as microesferapende da concentracao
de mucina livre no sobrenadante, a isoterma siapaacde um platd, permanecendo constante,
e é dita irreversivel. Valores degpequenos indicam uma fraca intera¢do duranteagise 0s
valores da quantidade de mucina adsorvida por niessaicroesferas)y) sofrem alteracdes
mesmo com pequenas mudancas na concentracao dacs@) (SNOEYINK e SUMMERS,
1990).
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As isotermas de adsor¢cdo para o modelo de Frebnéiam obtidas a partir da
construcdo dos gréficos log: Qersuslog G (RAMPEY et al, 2004), apresentados na Figura
34.

Figura 34: Isotermas de adsorcdo de Freundlich para mucisandda nas diferentes
microesferas em A) pH 1,2 e B) pH 6,8.
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A correlagcdo dos dados com este modelo foi detaghaincom base no valor do
coeficiente de determinacad)( obtido a partir da regresséo linear das curvg€elvs logQ..

Os coeficientek e n foram também determinados, serldg k o coeficiente linear d/n o
coeficiente angular da re(lAMEED e RAHMAN, 2008).

Os elevados valores de coeficiente de determin@éfi¢Tabela 8) demonstram que os
dados apresentaram boa correlacdo com o modeleededfich, cujos valores de coeficienkes
e n estdo apresentados na Tabela 8.

O parametrok € uma constante relacionada a capacidade de adsaresta
relacionado a intensidade da adsorcdo, sendo edsticios para cada sistema. Valoresnde
maiores que 1,0 representam condi¢fes favoraveidstecdo (HAMEED e RAHMAN, 2008).

A capacidade de adsorgcdo € um fator importants, g&if relacionada a quantidade de
mucina que se ligara por massa de microesferasieoegta relacionado com a capacidade
mucoadesiva dos sistemas por esse méetodo de @wali@s valores dk para as diferentes
amostras e meio estudados variaram entre 1,046 ([labela 8).

Em pH 6,8, os maiores valoresklebtidos para as amostras M5, M6, M7 e M 8 (5,05
a 11,46) demonstram o aumento significativo da @dpde de adsorcdo da mucina para essas
amostras em relacdo ao pH 1,2. Este comportamerdtrarse favoravel, ja que indica a maior
capacidade de interagdo com a mucina em meio colémi portanto, a maior capacidade
mucoadesivao sitio de interesse para o presente estudo.

Em pH 6,8, superior ao pKlos materiais (goma gelana - $R,5; pectina - pK3-4;
mucina - pK=2,6), as estruturas devem apresentar-se carregedmtivamente, devido a
ionizacao dos grupos carboxilicos (SRIAMORNSAKal, 2010). Com os grupos carboxilicos
na forma dissociada, a hidrofilia do sistema é auaua, favorecendo o intumescimento das
microesferas. Ainda, a repulséo eletrostatica afca rede e as cadeias se encontram mais
distendidas, um conjunto de fatores que favorengegoenetracao das cadeias de polimero e de
mucina e a formacao de ligacdes, principalmentigasdes de hidrogénio e as hidrofébicas,
gue estabelecem a mucoadesdao (ANDREWSal, 2009; JOERGENSENet al, 2011;
MANSURI et al, 2016).

Os valores da variaram entre 1,00 e 1,90 para todas as amastraambos os valores
de pH (Tabela 8), indicando uma interagéo favorgaedue, segundo HAMEED e RAHMAN
(2008), valores de n>1 indicam que o processo dergéo é favoravel, corroborando os dados
obtidos no teste de adsor¢cdo de mucina (item 5,181 que se verificou o constante aumento
da quantidade de mucina adsorvida em funcédo dorgonda concentracdo da glicoproteina na
solucdo (Figura 30). Porém, os baixos valores €abela 8) sugerem uma fraca interacéo

entre as microesferas e a mucina.
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A variacdo do pH nao alterou a intensidade da gdsoda mucina as microesferas, o
gue pode ser observado através dos valores gige foram muito proximos entre Bgs meios
com valor de pH 1,2 e 6,8 (p>0,05).

Os parametros de Freundlich corroboram com os dda@®ssotermas de adsorgao, em
gue as amostras M 5, M 6, M 7 e M 8 mostraram asremquantidades de mucina adsorvida
em relacdo a mucina livre no sobrenadante (Figlya 3ambém apresentaram valorek éa
maiores que as amostras M 1, M 2, M 3 e M 4, parhog os valores de pH (Tabela 8),
indicando que essas microesferas apresentam mapacidade de adsor¢cdo de mucina,
estabelecendo interagdes mais fortes entre asesferas e glicoproteina.

5.10.2 Avaliacdo ex vivo da mucoadesao

Uma camada de muco reveste o TGI, com as princifumisbes de protecdo e
lubrificacdo. Trata-se de um gel viscoelastico costp por, aproximadamente, 95% de agua,
0,5 a 5% de mucina, 1% de sais inorganicos e A% ale proteinas e lipidios. Porém sua
composicdo e sua espessura variam de acordo cagid@ ronde € secretado e do papel
mecanico e fisiolégico que ird desempenhar (MADSENMI, 1998; KHANVILKAR et al,
2001; SOSNIKet al, 2014).

Devido a essa estrutura complexa e diversificadandco, a avaliacad@ex vivoda
capacidade mucoadesiva também foi realizada, anilia a mucosa colénica de pommm o
objetivo de mimetizar as condi¢Bes fisiologicas, gde este teste avalia a capacidade das
microesferas aderirem ao muco que reveste o @pit@tacteristico dessa regiao.

A mucoadeséo € uma caracteristica importante [gasstemas multiparticulados como
as microesferas, pois através deste fendbmeno, potele contato com sitio de absorcdo pode
ser prolongado e sua eliminagao retardada (GAMBQE®@NG, 2013).

A Figura 35 apresenta a porcentagem de mucoadesimitroesferas a mucosa de
porco. As oito amostras testadas apresentaram #le0fapacidade mucoadesiva, sendo que ao
final do ensaio todas as particulas encontravaforsamente aderidas a mucosa. Este resultado
estd em concordancia com os dados do testeitro e evidencia a elevada capacidade

mucoadesiva das microesferas desenvolvidas ndgtoes
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Figura 35: Porcentagem de mucoadesdo apresentada pelas sfecasepara o tesex vivo
utilizando mucosa de porco (média + DP, n=3).
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5.11 Selecdo dos fatores e niveis para o planejamentadaal completo 2*

Quando muitas variaveis influenciam um processoacoo caso do delineamento de
novos sistemas carreadores de farmacos, € comulizarealanejamentos fatoriais em
sequéncia, pois um unico planejamento ndo € sofecigpara se atingir o objetivo
(RODRIGUES e IEMMA, 2005). Neste estudo, o primaesenho dos experimentos realizado
foi o planejamento fatorial fracionario do tipo wado 2 seguido de um planejamento
fatorial completo 2

O planejamento saturadd “2teve por objetivo selecionar as variaveis que exerc
maior influéncia em importantes caracteristicas magoesferas, como tamanho, forma e a
liberacdo do farmaco em meio &cido. Este estudmipera identificacdo das variaveis que
podem ser manipuladas para modular a liberaca@meato, a fim de minimizar a liberacdo
em meio acido e desenvolver um sistema mais efeciérente ao controle da liberacéo,
promissor para vetorizacao de farmacos para o célon

Para o segundo desenho de experimentos, as varf@vem escolhidas baseadas nos
seus efeitos sobre as respostas: tamanho, indicecldaridade e liberacdo do farmaco em
meio acido.

Dentre as sete variaveis independentes ou fatstslaglos, duas, o tempo de
reticulacdo em AIGle o tempo de reticulacdo em Glu, mostraram baiteéncia sobre as
respostas avaliadas, indicando que a alteracédoualqueer um desses dois fatores, dentro dos

niveis estudados (45 e 90 min em Al@l 15 e 30 min em Glu) ndo provoca mudangas
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expressivas no tamanho das particulas, na cirdat#i ou na liberacdo do farmaco em meio
acido. Sendo assim, esses dois fatores ndo fortiseados como variaveis independentes
para o planejamento fatorial complefee2iveram seus valores fixados nos niveis maisolsaix

0 que torna o processo de obtencdo mais rapidm, dééprevenir a perda de farmaco para a
solucéo reticulante.

Apesar da concentracdo de polimeros ter sido ongegunaior efeito sobre o tamanho
das particulas e o maior efeito sobre a circuldedaste fator ndo apresentou um efeito
pronunciado sobre a liberacdo em meio acido, ofgudecisivo para optar por retira-lo do
planejamento fatorial completo. Selecionou-se erdgdaivel mais baixo de concentracdo
polimérica para, assim, tornar a obtencdo maigeetie do ponto de vista de tempo de processo
e consumo de materiais.

A proporcdo G:P ndo afetou o tamanho das particutess contribuiu para a
circularidade e foi o0 segundo maior efeito sobredaicdo das taxas de liberacdo do farmaco em
meio acido, o que foi decisivo para a escolha diegsepara o préximo estudo.

A concentragdo de farmaco também foi selecionada paplanejamento fatorial
completo, visto que foi o fator que apresentouteseinfluentes sobre todas as respostas
avaliadas. Na verdade, esse fator foi 0 que api@semaiores efeitos sobre o tamanho e sobre a
liberagdo em meio acido, influenciando também eutaridade das microesferas. No entanto,
resta a duvida se os efeitos observados para o(fgtooncentracéo de farmaco sao realmente
devido a concentracao de resveratrol na formulagése sao frutos do efeito de interacdo entre
os fatores (3) concentracdo de Al€l (4) concentracdo de Glu, sabendo que na litard@
relatos de que o grau de reticulacéo pode inflaerecliberacdo do farmaco.

Portanto, as varidveis concentracdo de A&Ctle Glu foram selecionadas como fatores
para o planejamento completo a fim de elucidarassrefeitos de cada um desses fatores e da
concentracdo de farmaco sobre respostas comoragd@meem meio acido.

A partir da selecéo dos fatores foi realizado uan@lamento fatorial completo do tipo
2* com ponto central, em que as quatro variaveispeigentes selecionadas (proporcdo G:P,
concentracdo de Algjlconcentracdo de Glu e concentracdo de farmaarpth seus valores
variados em trés diferentes niveis (-1, 0 e +1psJfatores concentracdo de polimeros, tempo
de reticulacdo em AlGle tempo de reticulagdo em Glu ndo foram selecmadiveram seus
valores fixados no nivel mais baixo (2%, 45 mirberiin, respectivamente).
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6 CONCLUSOES

Microesferas de GG:P duplamente reticuladas forbtidas com sucesso pela técnica
de geleificacdo ionotropica utilizando A}t Glu como agentes reticulantes, a partir de um
planejamento fatorial saturado’™® que permitiu a avaliacdo dos efeitos da proporcédo
polimérica G:P, das concentracdes de polimeros|3;AlGlu e farmaco e dos tempos de
reticulacdo em AlGle Glu sobre respostas como tamanho, forma e ¢ider@m meio acido.

As andlises por MEV revelaram microesferas com rigge rugosa e a presenca do
farmaco disperso na matriz, evidenciando um sisteratiicial. As particulas mostraram-se
esféricas e com distribuicdo de tamanho homogé&weao que o tamanho foi influenciado
pelas concentracdes de farmaco e de polimerosdseadms concentracdes de reticulantes Glu e
AICl 3. Ja a circularidade foi influenciada pela con@g@io de polimeros, pela proporcdo G:P e
pela concentracéao de farmaco.

As microesferas exibiram elevados valores de EE%camportamento de
intumescimento e absorcéao de liquido pH-dependes¢esio menores em pH 1,2 que em pH
6,0 ou 7,4. Os valores de erosédo foram baixos miesoesferas conservaram a estrutura
esférica ap0s os ensaios de liberdgaotro em meio acido.

A caracterizacdo das amostras mostrou que a deftallacdo conferiu caracteristicas
promissoras as microesferas para atuarem comansistele liberacdo colon-especifica de
farmacos, pois permitiu a reducdo das taxas deatjie em meio 4cido, sendo esta resposta
mais influenciada pela concentracdo de farmacdaeppeporcéo G:P.

A elevada capacidade mucoadesiva das microesfarasiflenciada nos test@s vitro
de interacdo com a muciea&xvivo, utilizando intestino de porco.

A partir dos resultados apresentados neste capfarlam selecionados quatro fatores,
sendo eles a proporcdo G:P, as concentracfes deéAtie Glu e a concentragdo de farmaco,
para a posterior realizacdo de um planejamentaidatcompleto (2) que é apresentado no

Capitulo 1l1.
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Resumo

Os planejamentos fatoriais sdo ferramentas estatistextremamente ateis no
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdardeatos. Um delineamento adequado dos
experimentos permite uma abordagem mais amplafarg® de muitas variaveis de uma so
vez, gerando mais resultados com menos ensaiosn&mr tempo € com menor gasto de
materiais. Variar diversos fatores simultaneamerde maneira sistematica, como preconizado
nos planejamentos fatoriais, permite conhecer cemoais variaveis influenciam as respostas
de interesse. O objetivo do presente estudo fopleagdo de um planejamento fatorial
completo do tipo 2 com ponto central a fim de determinar dentre dsréa selecionados
(proporcéo polimérica e concentracées de AlGIu e farmaco), aqueles que influenciavam
significativamente as caracteristicas das microasfde GG:P e, assim, selecionar as amostras
mais promissoras para promoverem a liberacdo adpecifica do RES. As variaveis
dependentes escolhidas foram eficiéncia de encag@ul(EE%), erosdo em meio &cido e
porcentagem de farmaco liberado apos 120 min enDHAON pH 1,2. A EE% variou entre 92,6
e 99,1%, e foi influenciada pela interacdo bindndre os fatores proporcdo polimérica e
concentracdo de Glu, sendo que a proporcdo G:Bsédciada ao maior nivel de Glu levou a
menores valores de EE%. A erosao em meio acidal (424,6%) foi influenciada pela
proporcdo G:P, pelas concentracdes de A&Cte farmaco e pela interacdo binaria entre as
concentracdes de AlCE Glu. A porcentagem de farmaco liberado variaueet5,9 e 29,4%,
sendo influenciada pela concentracdo de farmada,ppeporcdo G:P e pela interacdo entre as
concentracdes de AlCe de farmaco. As microesferas foram capazes deotama liberagéo
do RES por até 30 h, sendo que a amostra M10 eabimenores taxas de liberacdo do
farmaco. O mecanismo de liberacdo do RES a patisalamostra seguiu o transporte super
caso Il, segundo o expoente de liberagcdo para oelmode Korsmeyer — Peppas. As
microesferas foram capazes de reduzir a permeag&®ES em comparacdo com o farmaco
livre e a maior permeabilidade para o modelo deutttra tripla de células foi evidenciado
pelos maiores valores de permeabilidade (%) e degabilidade aparente 4f, indicando uma
maior interacdo bioldgica com os sistemas mucoaoegievido a presenca do muco nesse
modelo. A permeacgé&o/retencdo do RES a partir dasoesferas foi maior para 0s ensaios
realizados com o0 saco intestinal com muco preservadeste trabalho, microesferas
duplamente reticuladas de GG:P promissoras parmcalacdo do RES para o coélon foram

desenvolvidas e otimizadas.

Palavras-chave: planejamento fatorial completo, citotoxicidade, rnpeabilidade.
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Abstract

Factorial designs are statistical tools extremelgful in the development of new drug
delivery systems. An appropriate design of expenis@llows a broader and deeper approach
of many variables at once, producing more resuitls f@wer tests, in less time and with fewer
expenses on materials. Varying several factors l&ameously and systematically, as
recommended in factorial designs, allows knowingvhend which variables influence the
responses of interest. The aim of the present waikto perform a full factorial design 24 with
a central point in order to determine among theected factors (polymer ratio and
concentrations of AICI3, glutaraldehyde and drugpse that influenced significantly the
characteristics of GG:P beads and thus select s pnomising samples to promote the colon-
specific release of RES. The dependent variablesesthwere encapsulation efficiency (EE%),
erosion in acid medium and percentage of drug selkafter 120 min in 0.1N HCI pH 1.2. The
EE% varied between 92.6 and 99.1%, and was infeatby the interaction between the factors
polymer ratio and Glu concentration, in which thé”?@l:1 ratio associated with the highest
level of Glu resulted in lower EE% values. The @onsn acid medium (13.4 — 24.6%) was
influenced by G:P ratio, by concentrations of Al@hd drug, and by the interaction between
AICI 3 and Glu concentrations. The percentage of drigaseld ranged between 15.9 and 29.4%,
and it was influenced by drug concentration, Gt rand by the interaction between AlGInd
drug concentrations. Beads were capable of comgothe RES release for up to 30 h, and
sample M10 exhibited the lowest drug release rdtks.release mechanism of RES from this
sample followed the super case Il transport, adogrdo the release exponent from the
Korsmeyer — Peppas model. The beads were capabledoicing RES permeability in
comparison to free drug and the higher permeabiiitiriple co-culture model was evidenced
by higher values of permeability (%) and appareetneability (RBy), indicating a higher
biological interaction with the mucoadhesive systedue to the presence of mucus in this
model. RES permeation/retention from beads werddnign the tests performed with the
everted gut sac with preserved mucus. In this wawla)-crosslinked beads of GG:P promising

to target RES to the colon were prepared and opgidhi

Keywords: full factorial design, cytotoxicity, permeability.
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1 INTRODUCAO

Desenvolver um sistema de liberagdo inovador € tanmeda de elevada complexidade.
Geralmente, os experimentos envolvidos no desemvehto de uma formulagdo farmacéutica
sao realizados alterando uma variavel por vez #ozrdo seu efeito sobre uma resposta de
interesse. Dessa maneira, a obtencdo de um sistamas caracteristicas ideais desejaveis é
bastante complexa, envolve inUmeras tentativase,eronsome muito tempo e materiais, além
de ndo considerar a interagdo que pode ocorrex astvariaveis independentes (AGNIHOTRI
e AMINABHAVI, 2006).

Ha ainda pesquisadores que acreditam que se maismdevariavel for alterada
simultaneamente durante um experimento, ndo seésghal influenciou o resultado e de que
maneira isso ocorreu. No entanto, variar todasaddéweis simultaneamente, porém de maneira
sistematica, como é feito nos planejamentos fasonermite conhecer como e quais variaveis
influenciam as respostas de interesse (NEUMAN, 1983TO et al, 2010a) e transforma a
pesquisa em uma atividade muito mais dinamica.

Um delineamento racional dos experimentos pernmb@ @bordagem mais ampla e
profunda de muitas variaveis de uma so6 vez, alégeds mais resultados com menos ensaios,
em menor tempo e com menor gasto de materiais aAam comparar os resultados com o erro
experimental, pode-se determinar a significancitatistica dos efeitos, além de obter
informacdes sobre as interagbes entre as vari§M&E®IMAN, 1993; NETOet al, 2010a).
Assim, é de extrema importancia a utilizacdo deafeentas estatisticas como o planejamento
fatorial, que deve ser muito bem delineado paraagumferéncias obtidas sejam relevantes ao
final do processo (GARDINER, 1997; NETéD al, 2010a).

A pesquisa de um novo sistema de liberacdo geréénpamte de uma situagdo em que
nada ou pouco se conhece a respeito dos seustwionssi e como eles se comportaréo frente as
diferentes variaveis que influenciam sua obtendBaste caso € preciso realizar uma triagem
das variaveis, 0 que pode ser realizado com o®jplaentos fatoriais fracionarios (NET&D
al., 2010Db).

Com o aumento do conhecimento sobre o sistema aekiuda finalidade e os
planejamentos aplicados mudam. Com os planejamentopletos, pode-se avaliar os efeitos
das variaveis mais importantes e as metodologiasiperficie de resposta permitem otimizar o
sistema e construir modelos mecanisticos (NET@l, 2010a).

Neste trabalho, inicialmente foi realizado um pjamento fatorial fracionario, que
permitiu a selecdo de quatro fatores a serem usamptanejamento fatorial completo, para o

prosseguimento do estudo das varidveis mais irtBgenas caracteristicas das microesferas
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duplamente reticuladas e otimizacdo de um sisteon@adesivo para a liberagdo colénica de
farmacos.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi a aplcal® um planejamento fatorial
completo de quatro fatores*(2com ponto central, com a finalidade de obter ogsferas
otimizadas e capazes de proteger o farmaco daad@erprematura em meio gastrico. As
amostras mais promissoras foram selecionadas pestudo do perfil de liberacao vitro do
farmaco e para estudos de citotoxicidade e pertiasie do farmaco utilizando diferentes

modelos celulares, além da permeabilidade empregasdco intestinal invertido.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Mecanismos de liberacao de farmacos

Os farmacos incorporados a sistemas matriciaismgoicos hidrofilicos, como as
microesferas de GG:P, podem ser liberados apdssanede eventos fisicos e quimicos, que
incluem penetracdo do meio de eluicdo, difusdo @mdco por poros ou pela camada
geleificada, erosdo da matriz polimérica, ou umalinacdo desses varios processos, 0 que
torna o fendbmeno de liberacdo um mecanismo comgMA®DERUELO et al, 2011).

Em contato com os fluidos biol6gicos aquosos, teisia composto por polimeros
hidrofilicos € capaz de absorver liquido. A entrddaagua na matriz leva ao intumescimento
do sistema, e duas regides distintas podem servaloses, a regido vitregléssy, na qual o
polimero encontra-se no estado cristalino e a oegiidstica ou maleavetupbery), na qual o
polimero encontra-se no estado geleificado. A &atd intumescimento (camada mais externa
em contato direto com o0 meio de eluicdo) sepa@sadsas regides, de modo que a evolucéo da
liberacdo do farmaco depende da transicdo do estado para o estado maleavel (hidratado)
(FAN e SINGH 1989b; EVANGELISTA, 2006).

A partir dos ensaios de dissolugdo € possivel matar a quantidade de farmaco
dissolvida no meio de dissolucdo em funcdo do tenmposeja, o perfil de liberacdo do
farmaco, informacdo de fundamental importancia padelineamento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos, uma vez que permite avsliaradequacgdo aos requisitos do sistema
desenvolvido (COSTA e SOUSA LOBO, 2001).

2.1.1 Difusao

A difuséo € o fendbmeno responsavel pelo movimestondtéria de uma regido para

outra, devido, principalmente, ao movimento aleatdas moléculas em funcdo do gradiente
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de concentracdo. A difusdo em polimeros é commedtamente dependente da concentracao e
do grau de intumescimento do polimero (MASARO e ZH8P9; MANADAS et al, 2002).

Na liberacdo controlada por difusdo, o mecanismurotador e etapa limitante da
liberacdo € a difusdo do farmaco através das malgséricas que formam o sistema, que pode
ser do tipo reservatorio ou monolitico. Geralmeunte farmaco hidrossoluvel incorporado a
uma matriz polimérica tem sua liberacdo controlpda esse mecanismo (FAN e SINGH
1989b; COSTA e SOUSA LOBO, 2001).

Em sistemas reservatorios, o farmaco esta congtdral de um sistema envolto por
uma membrana controladora das taxas de liberaédnog sistemas monoliticos, o farmaco
encontra-se dissolvido ou disperso através da mptilimérica (COSTA e SOUSA LOBO,
2001).

As microesferas de GG:P caracterizam-se como sastemonoliticos, nos quais o
resveratrol esta disperso na rede polimérica. desstemas, para que o farmaco seja liberado,
ele deve primeiramente ser dissolvido na matrizinaa, para entdo ser capaz de difundir
através da matriz e particionar para 0 meio ondé& lgerado e transportado para longe da
superficie do sistema (FAN e SINGH 1989b).

O controle da liberacdo € dependente do gradientmdcentracdo, sendo que o tipo de
polimero e a quantidade de farmaco sdo variavesnjlwenciam no processo.

A difusdo pode ser descrita em termos da Primegiade Fick, na qual o fluxo é

diretamente proporcional ao gradiente de conceitréiequacao 1) (FAN e SINGH 1989b):
Ji = —=D;VC; Equacdo 1

em queijé o fluxo das moléculas de farmacpg@ concentracdo do farmaco @Roeficiente
de difusédo do farmaco na matriz polimérica.

Diversos fatores influenciam a liberacao difusiat@ffarmaco a partir das microesferas,
como os relacionados ao sistema polimero—farmaocmoco coeficiente de particdo, a
solubilidade e a difusividade, sendo esta ultimaeddente do grau de reticulacdo da malha, e
os fatores relacionados ao delineamento, como rodedarmaco, a geometria do sistema e o
grau de reticulacdo da malha (FAN e SINGH 1989bNWBAS et al, 2002).

A difusividade do farmaco no polimero é dependetde mobilidade das cadeias
poliméricas, sendo que o aumento do grau de ratidal restringe a liberdade de movimento
nos segmentos do polimero, e, consequentementiiisavidade € diminuida (FAN e SINGH
1989Db).

A quantidade de farmaco disperso na matriz podaraés caracteristicas da liberacao,

sendo que o mecanismo depende do teor de farmaca. dfstemas monoliticos como as
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microesferas, a distancia média que as moléculdardmco devem difundir antes de serem
liberadas aumenta com o tempo conforme o farmadibedado do sistema. O caminho
difusional é menor para as moléculas mais préxienasiperficie da matriz, enquanto que o
caminho é maior para as moléculas mais ao cengarieroesferas, e as taxas de liberacéo
diminuem com o aumento no caminho difusional. Om&go disperso serve como um
reservatorio, que se dissolve e fornece mais farddandivel em todos os pontos da matriz e
desacelera o aumento no caminho difusional, inflizenio as taxas de liberacdo (FAN e
SINGH 1989b).

Entretanto, a quantidade de farmaco tem ainda edgito complexo no mecanismo de
liberacdo em sistemas monoliticos contendo farndémerso. Para quantidades baixas (de 0 a
5% do volume), podem-se obter dispersées mondisoaples, nas quais 0 mecanismo de
liberacdo envolve a dissolucdo do farmaco no pasbroentinuo e sua difusédo para a superficie.

Para teores entre 5 e 10% do volume do sisteméamede as dispersfes monoliticas
complexas, nas quais a liberacdo de farmaco prozirmoperficie da origem a cavidades que
sdo preenchidas com meio de eluicdo e tornam-Bestpara o restante do farmaco difundir
através deles. Essas cavidades ndo formam pordswms) porém aumentam as taxas de
liberacao.

Para quantidades de farmaco maiores que 20% dmeolas cavidades originadas sao
suficientemente numerosas e permitem a formac&anl@s continuos pelos quais a liberacéo
pode ocorre através de um mecanismo de lixiviagadl (e SINGH 1989b).

Os diferentes comportamentos de difusdo podemlassificados em difusdo Fickiana
(Caso 1) e difusdo nédo-Fickiana (Caso Il e Trantgpandmalo), baseado nas velocidades de
difusdo do solventeVinsag € de relaxamento dos polimer&sefixamenty (MASARO e ZHU,
1999; EVANGELISTA, 2006).

QuandoVyifusae<< Vrelaxamente O Felaxamento do polimero é mais rapido que atpegho
do solvente, e por encontrar-se no estado maldforeha gel), a mobilidade das cadeias é
grande, permitindo a facil difusdo do solvente p#eatro da rede. Nestes casos, a difusdo é
considerada do tipo difusdo Fickiana ou Caso | (MRS e ZHU, 1999).

A difusdo ndo Fickiana é observada principalmeme polimeros no estado vitreo
(glassy ou aqueles altamente reticulados, em que asasageliméricas, por ainda ndo estarem
suficientemente intumescidas/relaxadas, dificultanpenetragdo do solvente (MASARO e
ZHU, 1999).

A difusdo néo Fickiana pode ser dividida em CasoTransporte andémalo, sendo que a
velocidade de difusdo do solvente € a principaataristica que as define. Quand@uszc>
Vielaxamente @ PeNetracdo do solvente € mais rapida que xaraknto das cadeias poliméricas, e
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a difusdo sera do tipo Caso Il, pois o relaxameai cadeias € 0 passo limitante do processo
de difusdo. Quand¥itusac=Vielaxamente @S Velocidades de difusdo do solvente e de malexé
dos polimeros sdo aproximadamente da mesma magndudaracterizando o Transporte
anoémalo (MASARO e ZHU, 1999).

Existem ainda casos em que ocorre uma aceleracgenmetracdo do solvente, e a
Vyifusao S€ torna muito maior que \Aejaxamente €, NESSE caso, a difusdo é definida como Super
caso Il (FAN e SINGH 1989c).

2.1.2 Intumescimento

Na liberacdo controlada por intumescimento, a mga&a morfologia do polimero que
compde o sistema, devido a interagbes com o meidisd®lucdo, controla a liberagdo do
farmaco (FAN e SINGH 1989c).

Para sistemas de liberacdo controlada por intumestd, 0 sistema composto por
polimeros hidrofilicos sofre intumescimento devadentrada de liquido na matriz, que leva a
um relaxamento das cadeias, permitindo a liberatfidarmaco (ARIFINet al, 2006). O
controle da liberagdo é dependente da velocidadendemda do liquido no sistema e
consequente relaxamento das cadeias poliméricas.

Com a entrada de liquido e consequente intumestom#s matriz, observa-se um
aumento nas dimensdes do sistema e uma transic&eddapolimérica, do estado vitreo
(glassy para o malavelrgbbery), ou transicdo vitreo-gel, que origina uma cangealaificada
por onde o farmaco pode difundir. Portanto, durantetumescimento, duas regides distintas
co-existem na matriz, sendo elas o nucleo vitraccamada de gel, na qual a difusividade do
farmaco aumenta consideravelmente (ARIENaI, 2006). O farmaco entra em contato com o
meio penetrante, se dissolve e difunde para oiextdevido ao gradiente de concentracao
(ARIFIN et al, 2006).

Os sistemas formados por polimeros intumescivetiemposer classificados em dois
tipos distintos.

O primeiro tipo compreende os polimeros hidrofgicque intumescem de forma
relativamente continua ao longo da matriz. A trgénsivitreo-gel que o polimero sofre com a
entrada de liquido afrouxa a matriz e o farmacondié para fora do sistema, sendo que a
velocidade de liberacdo neste tipo € determinadta pecesso de difusdo (FAN e SINGH
1989c).

O segundo tipo compreende os polimeros que apagsemitumescimento espacial

descontinuo, com a existéncia de uma interfacesgpara a camada gel do ndcleo vitreo, e que
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se move para dentro da matriz enquanto a geledficagolui. A liberacdo também ocorre por
difusdo a partir da camada geleificada, no entanteelocidade de liberacdo neste tipo é
determinada pelo processo de transicdo vitreoumed vez que a difusividade do farmaco é
governada pelo relaxamento tempo dependente damsagmbliméricas (FAN e SINGH 1989c).
Com a continua entrada de liquido no sistema, azypide acabar se dissolvendo apos
a geleificacédo, devido ao intumescimento irrestdto sistema, resultando na sua erosdo. A
reticulacdo do sistema cria ligacbes permanentesregtringem o relaxamento das cadeias e
mantém a integridade da matriz (FAN e SINGH 1988®Wl|horando o controle das taxas de
liberacdo do farmaco. No entanto, reacdes quimeces hidrdlise ou degradacéo por enzimas
presentes no meio de dissolugdo, podem rompegagoks inter e intra-cadeias e o sistema
sofre erosao, podendo ser classificado como eroddverolado por intumescimento (FAN e

SINGH 1989c; EVANGELISTA, 2006).

2.1.3 Erosao ou reac¢des quimicas

Na liberacdo controlada por erosdo, os polimerdersoreacdes no sitio alvo que
favorecem a liberagdo do farmaco. A erosédo podésiea, na qual o sistema se dissolve, ou
quimica, com reacdes enzimaticas que consomem imgrol. Neste mecanismo, a etapa
limitante da liberacéo € a velocidade de erosasistema, sendo que o nivel de controle sobre
as taxas de liberacdo pode ser médio a elevado FBINIGH 1989a; EVANGELISTA, 2006).

Os sistemas podem ser divididos em duas classpmde a forma de imobilizagéo do
farmaco na rede, em sistemas de imobilizacdo fesisstemas de imobilizagdo quimica. No
primeiro tipo, o farmaco encontra-se fisicamentespra rede e é liberado apos a erosao da
mesma. No segundo tipo, o farmaco esta quimicanigiatgo a cadeia do polimero carreador
como cadeias pendentes ou faz parte da cadeid@(pwicos), sendo que sua liberacdo se da
apos quebra enzimatica ou hidrolitica das liga¢badl e SINGH 1989a).

As variaveis que influenciam o controle da libetagfr esse mecanismo Sao mais
especificas, como, por exemplo, os tipos de ligagigmicas e a solubilidade do polimero no
meio (EVANGELISTA, 2006).

Este mecanismo € geralmente um dos principais bexalfdo de farmacos pouco
soltveis em agua (COSTA e SOUSA LOBO, 2001).

As principais vantagens dos sistemas de liberagéenpsao para uso farmacéutico séo
o desaparecimento sistema do sitio alvo ap6s an&iracdo, sem a necessidade de serem
fisicamente removidos, a possibilidade de veto@iaggara um sitio especifico e a redugédo da

toxicidade do farmaco, que € liberado apenas n@odog tecido alvo (FAN e SINGH 1989a).
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2.1.4 Modelos matematicos

Diversas teorias ou modelos cinéticos sdo utiligagara descrever o perfil de
dissolucéo do farmaco a partir de uma forma faroéz® seja ela de liberacdo imediata ou
prolongada (DASHet al, 2010).

Equacdes que descrevem a quantidade de farmaaivities(Q) em funcdo do tempo
(t), ou Q=f(t), traduzem matematicamente a curva de dissolucdofusigho de certos
parametros, os quais se relacionam com a formaat@utica e podem ser utilizados para a
determinacdo do mecanismo de liberacdo do farn@O&TA e SOUSA LOBO, 2001).

Recomenda-se a utilizagdo de, no minimo, cincogsoti& curva, ou seja, cinco tempos
de dissolucéo para analise adequada do melhor smgdel descreve os dados da liberacdo do
farmaco. O ajuste do modelo cinético aos dados dewveerificado, podendo ser feito através
dos maiores valores apresentados para o coeficilentieterminacda?), sendo que valores
menores que 0,99 sdo considerados ajustes dedsiEDOSTA, 2002).

Também se pode avaliar o melhor ajuste pela com@araldo coeficiente de
determinacao ajustadcrzeﬁustad@), gue tem maior significado nos casos em que alifes
modelos com variados nimeros de parametros sacacadgs (COSTA, 2002).

A cinética de liberacdo do farmaco a partir de darena farmacéutica dependera de
diversos fatores relacionados a forma farmacéetitanbém ao farmaco encapsulado, como
sua forma polimorfica, cristalinidade, tamanho ddipula, solubilidade no meio de dissolucéo
e quantidade incorporada ao sistema de liberag@& @ e SOUSA LOBO, 2001).

Os modelos mais comumente empregados para determimecanismo de liberacao
sdo o de Ordem zero, Primeira ordem, Korsmeyer-d3epiguchi, Hixson—Crowell, Baker—

Lonsdale e Weibull.

2.1.4.1 Ordem zero

O modelo de ordem zero geralmente descreve adi#emde farmacos a partir de formas
farmacéuticas de liberacdo controlada que ndaomalesintegracao e as taxas de liberacdo sao
constantes e lentas, como alguns sistemas transdérrsomprimidos matriciais de farmacos
poucos soluveis, sistemas osmoticos, dentre o(M@NADAS et al, 2002; DASHet al,
2010); sendo que o grafico da fragdo de farmaewdido em funcdo do tempo origina uma reta,
descrita pela Equagao 2:

Q¢=Q + kot Equacéo 2

em queQ; € a concentracdo de farmaco liberada no tetng € a concentragéo inicial de

farmaco em solucéolg é a constante de liberacdo de ordem zero. Paaresielo, assume-se
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que a variagdo da &rea é desprezivel e que cosdigdequilibrio ndo sdo atingidas (COSTA,
2002; MANADAS et al, 2002)

2.1.4.2 Primeira ordem

Para perfis de dissolugdo que seguem a cinéticarideeira ordem, a quantidade
liberada por unidade de tempo é proporcional a tiflede de farmaco restante no sistema,
sendo que a quantidade liberada diminui com o tef@QRSTA, 2002).

Este modelo geralmente descreve a liberacdo deadésnsoliveis encapsulados em
matrizes porosas e € descrito pela Equacéo 3:

kt
2,303

log @y = log Qo — Equacéo 3

em queQy € a concentracdo inicial de farmaco na solugd®,a constante de liberacdo de
primeira ordem ¢ € o tempo. Para os perfis que seguem esse maaélmechcdo, o grafico do
logaritmo decimal da concentracdo cumulativa deé&&o liberado em funcdo do tempo origina
uma reta de coeficiente angular iguak#é2,303(COSTA, 2002; DASHet al, 2010).

2.1.4.3 Korsmeyer—Peppas
O modelo de Korsmeyer—Peppas é baseado na Lei dencRs e relaciona
exponencialmente a liberagdo do farmaco com o teatrpgés da seguinte Equacao 4:

ﬂzkt" Equacao 4
M, quac

em queM; é a quantidade de farmaco liberado no tempd.t;é a quantidade de farmaco
liberado no tempo infinito, ou seja, a massa ihéafarmacon é o expoente de difusake a
constante cinética.

A constantek € dependente de caracteristicas do sistema erdada, en é o expoente
de liberacdo, que indica 0 mecanismo de transmwtéarmaco, sendo que esta equacéo é
valida para os primeiros 60% de farmaco liberatdp/\,, = 60%) (RITGER e PEPPAS,
1987; LOPESet al, 2006).

Dependendo da geometria do sistema, os valores xdoewete de liberagcéon)
corresponderdo a um determinado mecanismo de déeraPara matrizes esféricas, o
mecanismo de liberacao corresponde a difusdo Rieki@andm = 0,43, transporte anémalo
para valores da entre 0,43 e 0,85, ao transporte caso Il quandd,85 e super caso Il para
n>0,85 (KAITY et al, 2013). Quand®m=1, a liberacdo do farmaco € independente do tempo,
independentemente da geometria do sistema (RITGEHEPEAS, 1987).
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Para o mecanismo de liberagdo que segue a difus&@mrfa (n=0,43), a liberagéo
ocorre devido ao gradiente de concentracdo do t@rma matriz polimérica e no meio de
dissolucéo, portanto € um fenbmeno que ndo nesessdrgia. Neste caso, a molécula de
farmaco disperso na microesfera deve ser dissodrtiss de atravessar a matriz e ser liberada,
sendo que a liberacao € governada pela velocidadédusdo do farmaco e do solvente (FAN e
SINGH 1989c).

No transporte caso I, a liberacdo € controlada pgaxamento das cadeias poliméricas.
No transporte andmalo, as velocidades de relaxaneedtfusdo sdo sememlhantes, portanto o
rearranjo das cadeias ocorre vagarosa e simultamanaom a difusdo do farmaco (FAN e
SINGH 1989c). No transporte super caso I, ocoma aceleracdo das taxas de liberacéo, que
pode ser atribuida a um elevado estado de mobdidiad cadeias poliméricas ou mesmo a
erosdo da matriz (KORSMEYE& al, 1983).

2.1.4.4 Higuchi

O modelo simplificado de Higuchi é descrito pelai&gfio 5 e tem bastante aplicacao
para sistemas matriciais poliméricos (COSTA e SOUSBO, 2001).

F() = Ky x t'/2 Equacéo 5

em queKy € a constante de dissolucao de Higudhé @ tempo.

A dissolucdo de farmacos a partir de diferentesndasr farmacéuticas de liberacéo
modificada pode ser descrita por essa relacdo, cqmo exemplo, alguns sistemas
transdérmicos e comprimidos matriciais contendmé&@os hidrossollveis (COSTA e SOUSA
LOBO, 2001).

2.1.4.5 Weibull

O modelo de Weibull geralmente se correlaciona lbem quase todos os perfis de
liberacdo e, para aqueles que seguem esse modiemdedo, o grafico do logaritmo decimal
da concentracdo cumulativa de farmaco dissolviddwemgéo do logaritmo decimal do tempo
origina uma reta (MANADASt al, 2002).

A equacéao de Weibull relaciona a fragdo cumuladrdamaco dissolvido com o tempo,

conforme a Equagao 6:

—(t —T)"
— a Equacéo 6

m=1—expl
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em quem € a fracdo acumulada de farmaco na solucdo nootenip € o intervalo de tempo
antes do inicio da dissolugcédo ou liberacdo (genatené zero)a € um parametro de escala
temporal do processo ke € um pardmetro de forma e caracteriza a curvabeeatdo em
exponencial (b=1; caso 1), sigmoide (b>1; caso R)parabdlica (b<l1; caso 3) (COSTA e
SOUSA LOBO, 2001; MANADASet al, 2002).

2.2 Modelos celulares para avaliacado da permeabilidadatestinal

Diversos modelos celulares tém sido desenvolvidogtilizados para mimetizar o
epitélio intestinal humano para aplicacbes em dagrareas. Esses modelos podem ser
empregados para avaliar mecanismos de patogéneasdo e adesao de patdbgenos a mucosa,
além de serem extremamente importantes na avaliEcfermeabilidade de farmacos, cuja via
de administracao pretendida seja a oral (BALIMANEHONG, 2005; ALEMKAet al, 2010;
GAGNON et al, 2013).

Com base em suas funcgoes, as células que compépitélo intestinal humano podem
ser divididas em dois grandes grupos — célulasrttms® ou células secretérias. As células
absortivas sdo denominadas de enterécitos, eseéBentes em maior nimero e tém como
funcao principal a absorcdo de nutrientes. Quaedimasa das células absortivas do célon séo
chamadas de colondcitos. Dentre as células sdast@s células caliciformes sdo as mais
abundantes, compondo 10 a 15% do epitélio do intestelgado e até 50% do epitélio
colénico, sendo responsaveis por produzir e seceetamuco que recobre toda a superficie
intestinal (NOAHet al, 2011).

Além das células absortivas e secretorias, asaseMI(micropregueadas) também estéao
presentes no epitélio intestinal humano. S&o c®ldapecializadas que ndo possuem
microvilosidades, ndo secretam enzimas ou mucatd@d gresentes predominantemente em
regides epiteliais especializadas, como o epit&anciado ao foliculo, sobre as placas de Peyer
e os foliculos linfoides e, ocasionalmente, podenescontradas nas vilosidades. Sua principal
funcdo € a transferéncia de patdégenos através rdeirbaepitelial para os orgaos linfoides
associados ao intestino, para serem reconhecidas iaicio a uma resposta imune adaptativa
(MACH et al, 2005; NOAHet al, 2011; PARHAM, 2011).

As células Caco-2 sdo células imortalizadas dea@decinoma de colon humano, e o
modelo baseado na monocultura destas células éi® bam estabelecido e caracterizado
modelo celular para o estudo da permeabilidadeitro de farmacos, sendo considerado o
padrdo ouro dos métodas vitro de permeacédo (HILGENDORE al, 2000; BALIMANE e
CHONG, 2005; ARAUJO e SARMENTO, 2013; PEREIRA al, 2015). Quando atingem
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certo grau de maturacao, apresentam morfologiangdés similares as células absortivas do
intestino. Esta linhagem celular apresenta micosudlades, jungcdes oclusivas que mantém as
células fortemente ligadas entre si e expressanimanz e transportadores, como a

glicoproteina-P, caracteristicas que tornam a namada constituida destas células um
modelo que se assemelha as condi¢cdes enconinadas (PEREIRA et al., 2015).

Entretanto, a monocultura de células Caco-2 pobessimar a permeabilidade real do
farmaco, ja que na presenca dessa Unica célulaeosoper expressao de glicoproteina-P que
aumenta o efluxo de alguns farmacos, os quaisigairatos desse transportador, e as juncdes
oclusivas formadas séo mais fortes, o que prejualicda de transporte paracelular (PEREIRA
et al, 2015).

Além disso, por ndo secretarem muco, ndo € possivaiar a influéncia desse
importante constituinte na permeacao do farmaca iateracéo de sistemas mucoadesivos com
a mucosa. A falta de diferentes tipos celularegstilha as interacbes complexas que existem
no epitélio intestinal, de tal modo que o modelmposto apenas por células Caco-2 apresenta
algumas desvantagens e ndo é capaz de mimetilraefiiie as condigbes encontradayivo
(BALIMANE e CHONG, 2005; ANTUNESet al, 2013; ARAUJO e SARMENTO, 2013).

As células HT29-MTX sé&o ceélulas secretérias prodiode muco e foram
desenvolvidas com o intuito de avaliar a influérd@amuco no transporte de farmacos através
da barreira intestinal, o que ndo era possivel @asmonoculturas de células Caco-2. Elas sdo
derivadas das células colbnicas HT-29 e, apo0s serantidas em meio contendo metotrexato
(MTX) durante 6 meses, adquirem a morfologia e recdid de produzirem muco como as
células caliciformes (LESUFFLEUEB al, 1990; PONTIERet al, 2001).

Células imortalizadas, como as Caco-2 e as HT29-Mdméscem rapidamente em
culturasin vitro e apresentam caracteristicas de células epitdifaienciadas apds um periodo
de maturacdo, como a polarizacdo, o que permitaiseiwcomo modelos celulares, semeadas
isoladas ou em conjunto, para a avaliacdo da péilidzale intestinal de farmacos e também
para avaliar o desempenho de sistemas de liber§dando cultivadas sobre membranas
permeaveis de Transwéllsde poros suficientemente pequenos para evitasaagem das
células, sado capazes de formar uma monocamadaepaeasdois compartimentos, e podem
entdo ser utilizadas como um modeétovitro da barreira intestinal (PONTIERt al, 2001,
BALIMANE e CHONG, 2005).

O epitélio intestinal € impermeavel a macromolés@lanicrorganismos e sua fungéo de
barreira se da devido a presenca de juncbes oatusasponsaveis por manter fortemente
unidos dois enterocitos adjacentes (KERNE1S, 1997; KIERSZENBAUM e TRES, 2012).
No entanto, a presencga das células M nas placBeykr permite a passagens de antigenos e
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microrganismos, o que pode facilitar a passagempalticulas tdo pequenas quanto a
nanoparticulas. Sendo assim, um modelo compostoghalias absortivas, secretérias e células
M seria 0 mais semelhante as condi¢des encontiadaso.

Kernéis e colaboradores reportaram que a formag&eldlas M em culturda vitro de
um subclone de enterdcitos humanos (células Capm@3ria ser regulada pela presenca de
células imunes. Os autores utilizaram linfocitosdus de placas de Peyer de intestino delgado
de ratos e demonstraram a capacidade de convess@md@tipo de células Caco-2 em células
com caracteristicas morfolégicas e funcdes parsaiden as das células M (KERNE¢S al,
1997; KERNEISet al, 2000).

Neste trabalho, a conversao do fenétipo das céda®-2 em células M foi induzida
pela adicdo de células Raji-B linfocitos no comipanto basolateral dos Transwéllsle
acordo com o modelo proposto e otimizado por AraljSarmento (2013). A aquisicdo de
fendtipo de célula M é induzida pela presenca deiaderes solUveis produzidos pelas células
Raji-B, uma linhagem de célula linfoide humanaioaga de um linfoma de Burkitt (ARAUJO
e SARMENTO, 2013).

A co-cultura celular, em que diferentes linhageits @iltivadas em conjunto, possibilita
a reproducdo mais fiel do ambiente alvo de estwdoo € o caso da co-cultura tripla
constituida de células Caco-2 de carcinoma colGmicnano para reproduzir as caracteristicas
dos enterdcitos, células HT-29MTX capazes de saemt muco e células Raji-B linfécitos, as
quais induzem a diferenciacdo do fenoétipo das agl@aco-2 em células M, de forma a
mimetizar precisamente o epitélio intestinal humamecoberto por muco (ARAUJO e
SARMENTO, 2013).

O modelo de co-cultura tripla utilizado neste ttabdoi recentemente estabelecido e
otimizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. BrBaomento, do Instituto de Investigacao e
Inovacdo em Saude, da Universidade do Porto (Radjtugpbmo um modelo que se assemelha
mais a arquitetura e aos constituintes da mucdseatiimal, portanto muito mais semelhante as
condi¢cdes encontrad@s vivo, sendo um avanco para o estudo de permeabilicaffamacos,
principalmente, por permitir a avaliagdo da inflci@ndo muco e da presenca de células com
fendtipo de células M, fundamental quando se thgbatom sistemas mucoadesivos e

nanoestruturados.

3 OBJETIVOS

Aplicar um planejamento fatorial completo do tipdb @m ponto central a fim de

determinar as variaveis que influenciam significatente as caracteristicas das microesferas e
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otimizar o sistema de liberacdo. Selecionar as @asmais promissoras para promoverem a
liberagé@o colon-especifica do resveratrol e avaliaitotoxicidaden vitro e a permeabilidade
in vitro e ex vivoempregando modelos celulares e do saco intestvatido, respectivamente.

4 METODOLOGIAS

4.1 Planejamento fatorial completo 2 com ponto central

Ap6s o estudo preliminar através do planejamentorifd saturado 2*, foram
selecionadas as quatro variaveis que apresentdestwsanais significativos sobre as respostas
estudadas e realizou-se um planejamento fatonmptio 2 com ponto central. Os trés fatores
que apresentaram efeitos menos significativos aoejgmento fatorial saturadd“tiveram
seus valores fixados no nivel mais baixo (-1). @nejamento foi delineado e analisado

utilizando osoftwareStatistica ? (StatSoft Inc.)

Fatores fixos

Os fatores que tiveram seus niveis fixados forampb de reticulacdo em AICI3, tempo
de reticulagdo em glutaraldeido e concentracacotimeros. Os valores escolhidos para cada
fator estdo apresentados na Tabela 1.

Tabelal: Fatores que tiveram seus niveis fixados e os cdgps valores.

Fatores Valor
Tempo em AICY 45 min
Tempo em glutaraldeido 15 min
Concentragdo de polimeros 2%

Fatores e niveis selecionados — variaveis indepenths

A selecao dos fatores propor¢éo polimérica (G:®)¢centracdo de Alg| concentracao
de glutaraldeido e concentracéo de farmaco, baseoos resultados apresentados no Capitulo
Il. Os fatores escolhidos para o planejamento ifdtoompleto e os valores de cada nivel, em
que -1, 0 e +1 séo os codigos para o nivel baiantopcentral e nivel alto, respectivamente,
estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela2: Fatores avaliados no planejamento fatorial corafétom ponto central e valores
dos niveis -1, 0 e +1.

Fatores Nivel baixo (-1) Ponto central (0) Nivel & (+1)
(1) Proporcéo G:P 1:1 2:1 4:1
(2) AICI3 (%) 3,0 4,0 50
(3) Glu (%) 0,5 0,75 1,0
(4) Farmaco (%) 0,25 0,375 0,5

No total, 17 diferentes formulacbes de microesfdoaam preparadas variando 0s
quatro fatores escolhidos. O ponto central foiizadb em duplicata.

A matriz de planejamento para este estudo estaapezla na Tabela 3:

Tabela 3: Composicdo das microesferas e valores dos niwdis e -1) das variaveis
selecionadas para o planejamento fatofiabtn ponto central.

Microesfera  Proporcéo G:P AICL (%) Glu (%) RES (%)
M1 11 (-1) 3(-1) 0,5 (-1) 0,25 (-1)
M2 41 (+1) 3(-1) 0,5 (-1) 0,25 (-1)
M3 11 (-1) 5 (+1) 0,5 (-1) 0,25 (-1)
M4 41 (+1) 5 (+1) 0,5 (-1) 0,25 (-1)
M5 11(-1) 3(-1) 1 (+1) 0,25 (-1)
M6 41 (+1) 3(-1) 1(+1) 0,25 (-1)
M7 11(-1) 5 (+1) 1 (+1) 0,25 (-1)
M8 41 (+1) 5 (+1) 1 (+1) 0,25 (-1)
M9 11 (-1) 3(-1) 0,5 (-1) 0,5 (+1)
M10 41 (+1) 3(-1) 0,5 (-1) 0,5 (+1)
M11 11 (-1) 5 (+1) 0,5 (-1) 0,5 (+1)
M12 41 (+1) 5 (+1) 0,5 (-1) 0,5 (+1)
M13 11(-1) 3(-1) 1 (+1) 0,5 (+1)
M14 41 (+1) 3(-1) 1(+1) 0,5 (+1)
M15 11(-1) 5 (+1) 1 (+1) 0,5 (+1)
M16 41 (+1) 5 (+1) 1(+1) 0,5 (+1)
M17 21 (0) 4 (0) 0,75 (0) 0,375 (0)

Variaveis de resposta selecionadas — variaveis dagentes

Foram escolhidas como variaveis de resposta @&efiei de encapsulacdo, a eroséao e a

porcentagem de farmaco liberado em meio acido (gH 1

4.2 Obtencédo das microesferas duplamente reticuladas

As 17 formulacdes foram obtidas conforme descritatem 4.2 do Capitulo II, e foram
preparadas em ordem aleatoria, conforme preconizaal@ o0s experimentos de um
planejamento fatorial, a fim de que os efeitostrala a fatores externos n&o controlados
afetassem as respostas aleatoriamente (ARMSTRODB; SCHWAAB e PINTO, 2011).
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4.3 Teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

As andlises de teor de farmaco e eficiéncia depsatacédo foram realizadas conforme

descrito no item 4.5 do Capitulo II.

4.4 Erosao das microesferas apos a liberacano vitro em meio acido

As microesferas submetidas ao teste de dissolacgidro em meio acido por 2 horas
(HCI 0,1 N pH 1,2 com 1% de LSS) foram recolhidasfimal do ensaio, secas até peso
constante e pesadas para avaliar a erosédo sofridate o ensaio. A porcentagem de erosao
sofrida pelas microesferas foi calculada a padiseguinte Equacao 7:

. mgy — mf .
Y%erosao = E— x 100 Equacao 7
0

em que rp € a massa inicial (g) de microesferas utilizad&msaio e mé a massa final (g) de

microesferas recolhidas ao término do ensaio ded@fio em meio acido. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.5 Determinacao do perfil de liberagcédn vitro do RES
4.5.1 Determinagédo do perfil de liberacdo em meio acidpH 1,2)

A fim de selecionar as microesferas que mais pemte@ farmaco da liberacéo
prematura no estbmago, realizou-se o teste deatibelin vitro por 2h em meio acido,
conforme preconizado pela Farmacopeia American@(2811). Os ensaios foram realizados

conforme descrito no item 4.10 do Capitulo 1.

4.5.2 Determinacao do perfil de liberagdo em pH 1,2 e 6,8

O teste de dissolucao para determinar os perfibel@caain vitro do resveratrol livre e
a partir das microesferas selecionadas (M9, M1QL&)Nbi realizado em meios com diferentes
valores de pH, simulando a variagéo que ocorremgol do TGI.

Inicialmente o ensaio foi realizado em meio acid€l(0,1N, pH 1,2 contendo 1%LSS)
por 2 horas. Em seguida, foi conduzida a etapandai@ em tampéao pH 6,8, através da adicao
de NaPQ, 0,2M, conforme preconizado pela Farmacopeia aarei¢USP, 2011). O ensaio foi
realizado com 5 mg de farmaco livre e com massaideesferas correspondente a 5 mg de

farmaco. Utilizou-se o aparato 1 (cesto), sob vdbmte de agitacdo de 50 rpm e temperatura de
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37 + 0,4 °C. As aliquotas foram retiradas em irgkry de tempo pré-estabelecidos, sendo feita
a reposicdo imediata do mesmo volume de meio a mésmperatura. A quantificacdo do
farmaco liberado foi realizada por espectrofotoradiV-Visivel, no comprimento de onda de
méaxima absorcdo (320 nm), segundo metodologia agdidOs ensaios foram realizados em
triplicata.

4.5.2.1 Avaliacdo da absorcao de liquido e da erosao apositzeracéo
invitroempH 1,2 € 6,8

O comportamento de absorcédo de liquido e erosdamdastras ao final do ensaio de
liberacdoin vitro em pH 1,2 e 6,8 foi determinado gravimetricameAgmicroesferas dentro
dos cestos do aparato tiveram o0 excesso de lig@dmvido cuidadosamente com papel
absorvente e foram precisamente pesadas, secagesatéconstante e pesadas novamente. A
porcentagem de liquido absorvido foi calculada dirpda Equacédo 8 (BANERJEEt al,
2012):

(mint - mfs)
—X

% liquido absorvido = -
fs

100 Equacéo 8

em que m = massa das microesferas intumescidag & massa final das microesferas secas.

A erosdo que as particulas sofreram ao final daieffisi obtida a partir da Equacéo 9:

(mim - mfs)
mips

% erosao = x 100 Equacgéo 9
em quempy, = massa inicial das microesferas usadas na dggwmlam,s = massa final das

microesferas secas. Os ensaios foram realizaddspicata.

4.6 Analise dos mecanismos de liberacédo do farmaco

O mecanismo que rege a liberacdo do farmaco a piasi microesferas foi avaliado
através da aplicagdo de modelos matematicos aoss ddd dissolucdo. Os modelos
matematicos empregados foram Ordem zero, Primenlar® Korsmeyer—Peppas, Higuchi,
Hixson—Crowell, Baker—Lonsdale e Weibull. Para éliae, utilizou-se o software Sigma Plot
10.0 e avaliou-se o0 modelo que melhor se correlacams dados através dos maiores valores

apresentados para o coeficiente de determinagémam(zajustada.
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4.7 Cultura de células

Células de linhagem de adenocarcinoma de colon murGaco-2 (C2BBel, passagens
54 a 60) obtidas damerican Type Culture CollectigTCC, Estados Unidos), células HT29-
MTX (passagens 35 a 39), gentilmente cedidas pealo TD Lesuffleur (INSERMU178,
Villejuif, Franca) e células Raji-B linfocitos faracultivadas separadamente em garrafas de 75
cn?, segundo as condicées padrdo de cultura de cémameio DMEM suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% (v/v) de amindés ndo essenciais e 1% (v/v) de
complexo penicilina (100 Ul/mL) — estreptomicin®Qiig/mL) em incubadora com atmosfera
umedecida a 37° C, com 5% de £895% de @ As culturas estoques das células aderentes
Caco-2 e HT29-MTX foram cultivadas em monocamadaassadas para novas garrafas ao
atingirem uma densidade subconfluente de 70 — &Q@lzando tripsina/EDTA. As células

Raji-B, que crescem em suspensao, tiveram seutnoegdo sempre que necessario.

4.8 Avaliacdoin vitro da citotoxicidade em células Caco-2 e HT29-MTX: T&e de
viabilidade celular através do ensaio do MTT

A cultura das células Caco-2 e HT29-MTX foi reatizaconforme descrito no item
4.2.2.1 do Capitulo | e a viabilidade celular fealada através do teste de reducdo do MTT,
conforme descrito no item 4.2.2.2 do referido adpit

A citotoxicidade das microesferas duplamente rigtdas (M10), contendo ou ndo RES
encapsulado, foi avaliada em placas de 24 pocasacea de 1,9 cfpoco, contendo 1 mL de
HBSS. Concentragles crescentes de microesferan fmtcionadas aos pocos (2, 4, 6, 8 e 10
microesferas/poc¢o). Os ensaios foram realizadoguadruplicata.

O RES livre também foi avaliado em placas de 24o0pogem concentracdes
correspondentes a quantidade de farmaco encapswadmicroesferas (100, 250, 350, 450 e
600 pg/mL). Para isso, foi preparada uma solucémges de RES a 1000 ug/mL em HBSS
contendo 1% (v/v) de DMSO, de modo que a concefrdipal do solvente organico nas
células nao ultrapassasse 0,5%. O farmaco foildidscem DMSO e HBSS foi adicionado sob
agitacdo magnética, sendo imediatamente realizasladiluicbes. As células também foram
incubadas com HBSS contendo 0,5% (v/v) de DMSOmade avaliar a citotoxicidade do
solvente orgéanico. Os ensaios também foram realizach quadruplicata.
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4.9 Avaliacdo da permeabilidadein vitro em monocultura de células Caco-2 e em
co-cultura tripla de células

Os testes de permeabilidade vitro foram realizados em dois diferentes modelos
celulares: 1) monocultura de células Caco-2 e 2yuttmira tripla de células, composta de
células Caco-2, HT29-MTX e Raji-B linfocitos.

Para a monocultura, células C2BBel (Caco-2) (passagd — 66) foram semeadas em
inserts Transwelf (Corning Life Sciences), com membrana permeéavétaesluzente de
policarbonato, poros de 3;0n, area de crescimento de 4,67°en?24 mm de diametro, a uma
densidade de 1,0 x 1@élulas/cri e volume final de 1,5 mL (volume do compartimento
apical). Osinsertsforam colocados em placas de 6 pocos e 2,5 mLMEND suplementado
foram adicionados ao compartimento basolateraplasas contendo assertsforam mantidas
em incubadora (Bind& & 37° C com atmosfera umedecida e 5% de, €@n troca do meio
de cultura em ambos os compartimentos a cada 2 dias

As placas foram utilizadas com tempo de cultivaee@tl e 28 dias, quando as células
Caco-2 apresentam sua maxima diferenciacio (DEAINE/et al, 2013).

Para o modelo de co-cultura tripla, células C2BBeksagens 64 — 66) e HT29-MTX
(passagens 38 — 40) na proporcao 90:10 (Caco-24NMI20) foram semeadas sobre ioserts
Transwelf a uma densidade de 1,0 X’ &lulas/crie incubadas como descrito anteriormente
(ANTUNES et al, 2013; ARAUJO e SARMENTO, 2013). Apés 14 dias,camiou-se 1,0 x
10° células Raji-B ao compartimento basolateral, dal gédo se trocou mais o meio de cultura
até a realizacao do teste de permeabilidade, apt$ dia.

Para a realizacdo do ensaio de permeacdo, 0 meiouldga foi removido dos
compartimentos apical e basolateral, os quais faadadosamente lavados duas vezes com 1
mL de tampao PBS (pH 7,4, 37°C) e preenchidos eonpdo HBSS pH 7,4 a 37°C (1,5e 2,5
mL na parte apical e basolateral, respectivamerfig).placas permaneceram dentro da
incubadora por mais 30 min, a fim de equilibracésilas com o novo meio, e a integridade das
monocamadas celulares foi avaliada através da tBesia Elétrica Transepitelial ou TEER
(Trans Epithelial Electrical Resistancatilizando um voltimetro epitelial EVOfQ.

O meio do compartimento apical foi removido imealaénte antes de iniciar o ensaio
de permeacédo e 1,5 mL de RES livre (50 pg/mL) en$$ilBoi adicionado ao compartimento
apical. As microesferas (M10; 20 microesferas/pdggm adicionadas diretamente ao meio,
sem a necessidade de remové-lo previamente.

As placas foram colocadas em uma incubadora cotmcagi orbital (IKA KS 4000 IC)

a 100 rpm e 37°C. Aliquotas de 2QQ foram retiradas do compartimento basolateral em

tempos pré-determinados (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,6 & mesmo volume de meio foi reposto
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(tampéo HBSS, pH 7,4 a 37°C). A quantidade de feorgue permeia a monocamada de
células foi quantificada por cromatografia liquide alta eficiéncia. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

4.9.1 Quantificacdo de RES permeado por CLAE

A quantificacdo do farmaco permeado através daooaonadas celulares foi realizada
empregando CLAE. A fase estacionéaria foi compostaimha coluna cromatogréfica Waters
Symmetry Shield RP18 (3,5 um, 100-4,6 mm) a 30°Cage mobvel foi composta de agua
purificada:acetonitrila (grau HPLC) na proporcao3G5(v/v) em modo isocratico com fluxo de
1 mL/min e tempo de corrida de 10 min. O volumenjlecao foi de 50 pL. A deteccao foi feita
por UV em 307 nm.

4.10 Permeabilidade aparente (&)

A permeabilidade aparente,(Pdo farmaco foi calculada a partir da Equacgéo 11:

aqQ

[ ge XV )
p =— Equacao 10
ap A X Cy
em queP,, € a permeabilidade aparente (cnd§)/dt (LM/s) € o fluxo através da monocamada,
obtido através do coeficiente angular da curvawntidade permeada de farmaco em funcao
do tempoV (cnt) é o volume do compartimento receptor, neste casesponde a 2,6 énda
camara basolateraly (cnf) é a area de superficie de crescimentdndert (4,67 cr) e Co
(LM) € a concentracdo inicial no compartimento api(HILGENDORF et al, 2000;

BEHRENSet al, 2001).

4.11 Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER)

Durante o cultivo das células nmserts avaliou-se a influéncia do tempo de cultura e
do modelo celular nos valores de TEER das monocasndeara isso, o TEER foi medido
imediatamente antes das trocas de meio de culttiizando um voltimetro epitelial EVORt
(World Precision Instruments).

O TEER também foi medido antes, durante e apogperienentos de permeabilidade, a
fim de avaliar a integridade das monocamadas cekildMediu-se o TEER inicial antes da
adicdo das amostras ao compartimento apical e atadente antes de cada coleta. Ao final

dos experimentos, os compartimentos apical e kasaldoram cuidadosamente lavados duas
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vezes com PBS (pH 7,4) a 37°C, e adicionou-se L,5nm apical) e 2,5 mL (no basolateral) de
tampéao HBSS (pH 7,4) a 37°C, e apds 30 min medw®&eER final.
O TEER de umnsertcontendo apenas DMEM ou HBSS foi utilizado comenbo e os

valores de TEERC.cnT) foram calculados de acordo com a Equacao 10:

TEER = (TEERinsert - TEERbranco) X Areainsert Equagéo 11

em que TEERsert () € o valor absoluto medido para cada insert, TIRER(Q2) é o valor do
branco e Arease: (cnf) é a area de crescimento da monocamada, nesté @asal a 4,67 cfn

4.12 Avaliacéoex vivo da permeabilidade e da retencéo intestinal do REgelo
método do saco intestinal invertido

O meétodo do saco intestinal invertido foi utilizagara avaliar a permeabilidade e a
retencdo do resveratrol no epitélio intestinal (THAet al, 2010; PEDREIRO, 2015).

RatosWistar adultos (270 = 20g) foram anestesiados para ag&wmndos segmentos
intestinais apds um periodo de jejum de 12h. Ouasiforam pesados imediatamente antes da
intervencao cirurgica e sedados com halotano palagdo. A anestesia geral foi induzida
utilizando tiopental sédico (Thiopentah 20 mg/mL, Cristalia), por via intraperitoneal dwse
de 50 mg/kg.

O intestino delgado foi dissecado, lavado cuidatesde com solucdo TC 199 sem
glicose (10°C), uma das extremidades foi fechada oo de sutura e imediatamente invertido
com auxilio de uma haste flexivel (extremidadedimelada e protegida por um fino tecido de
seda) a fim de expor a mucosa. O segmento retif@douidadosamente preenchido com
solugcéo TC 199 sem glicose e a outra extremidadedbada com fio de sutura, originando o
saco intestinal invertido de aproximadamente 6 enta@mprimento. As microesferas (massa
equivalente a 10mg de resveratrol) ou o farmaae If¢5 ug/mL) foram adicionados ao meio
de incubagédo contendo solucdo TC 199 a 37°C e mxdye (95% @5% CQ). O saco
intestinal invertido foi imediatamente transferiplara o meio de incubacdo, onde permaneceu
por 90 minutos, sob oxigenacao utilizando bomba)dgénio. Apds esse periodo, 0 segmento
foi cuidadosamente retirado do meio, lavado comcsa TC 199 e uma das extremidades foi
aberta a fim de coletar e filtrar (membrana de @49 a solucdo contida no interior do saco
intestinal invertido. Os ensaios foram realizadw® seis replicatas para cada amostra.

Para avaliacdo da influéncia do muco na permeagé® retencdo no epitélio, foram
realizados ensaios com saco intestinal invertiadn saico. Para remo¢ao do muco, 0S sacos
intestinais invertidos foram incubados em 25 mLsdki¢cdo contendo agente mucolitico (N-

acetilcisteina, 1mg/mL) durante 5 minutos. Os segaseforam lavados com solucdo TC199 e
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imediatamente incubados com as amostras. Os erfsa#s realizados com seis replicatas
para cada amostra.

A quantidade de resveratrol que permeou a memlicamketerminada por CLAE com
deteccdo por fluorescéncilitacaz 300NM Eemissaz 390Nm), a partir das solu¢des do interior
de cada segmento. Para a avaliacdo da retencaesderatrol no epitélio intestinal, apds a
retirada do conteddo, os segmentos intestinais gr@roeram incubados por 24 h em
acetonitrila (5 mL), sob agitacdo em agitador atbibo abrigo da luz, para extracdo do
farmaco, que foi quantificado por CLAE com detecqgio detector de arranjo de diodos
(DAD) em comprimento de onda de 306 nm.

A quantidade de farmaco solavel no meio de incubagd quantidade restante no
interior das microesferas, que nao foi liberadearfoquantificadas por CLAE-DAD (306 nm),
a fim de determinar a porcentagem de resveratralagfa compartimento.

Para extracdo do farmaco insoluvel do interior pgagiculas, as microesferas e o
restante do tampé&o TC 199 do teste de permeacam fwansferidos para um tubo falcon e
mantidos sob agitacdo em agitador orbital duradté 20 abrigo da luz, a fim de permitir o
completo intumescimento das microesferas. Apognicsubmetidas a agitacdo em ultraturrax
(IKA®) por 10 minutos a 11.000 rpm para romper as es&sit O contetido foi centrifugado a
3.000 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foaradp e mantido ao abrigo da luz. Ao
material polimérico precipitado, adicionou-se 5 dd acetonitrila a fim de solubilizar o
farmaco. Apdés 60 minutos, o conjunto foi centrifdgg3.000 rpm, 5 min) e o sobrenadante
(acetonitrila) foi adicionado ao sobrenadante pmeante separado. Apos agitacdo em vortex
por 1 min, o farmaco soltvel foi quantificado pdtAE-DAD (306 nm).

Os estudos foram realizados ap0s a aprovacéo dlacplo pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmae8uticUNESP/Araraquara, parecer n°
87/2015.

4.12.1 Preparo do tampéo TC 199

A solucéo tampao TC 199i6sue culture mediunutilizada no ensaio do saco intestinal
invertido foi composta de NaCl 145 mM, KCI 4,56 mMaC}b 1,25 mM, NaHP®@5 mM,
glicose 10 mM e agua purificada, e teve o pH aflsstzara 7,4. Também foi preparada solucéo

tampéo TC 199 sem adicdo da glicose.
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4.13 Analise estatistica dos resultados

Os dados foram tratados estatisticamente pelasanddi variancia (ANOVA), seguida

por comparac¢des multiplas pelo método de Tukeytaese nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo de um ou mais planejamentos fatoriais ®equéncia durante o
desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica iperobter muitas informacdes sobre o
comportamento do sistema de liberacéo frente dosefaescolhidos e variados em diferentes
niveis. Com os diferentes tipos de planejamentaless® realizar desde uma triagem das
variaveis mais significativas, até a otimizacdostkiema com a construcdo de modelos que
expliqguem seu comportamento (NEEDal, 2010a).

Neste trabalho, através do planejamento fatoriatidnario do tipo saturado’?2
(Capitulo II), foi possivel avaliar os fatores arigveis independentes que apresentaram maior
e menor influéncia sobre as propriedades das nsifen@s, com um numero reduzido de
experimentos, e a selecdo de variaveis para ancohde dos estudos. O planejamento
completo 2, realizado na sequéncia, permitiu avaliar os edeitos fatores selecionados sobre

respostas como teor de farmaco, erosao e a litedacrmaco em meio 4cido (pH 1,2).

5.1 Teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

Os resultados de teor de farmaco e EE% estdo apmdes na Tabela 4. Também séo
apresentados os valores de teor de farmaco esppaadaada microesfera (tedrico), que foi
calculado baseado na composicdo de cada uma, segupthnejamento dos experimentos
(Tabela 3).
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Tabela 4: Valores de teor de farmaceorico, teor de farmacoeal e eficiéncia de
encapsulacao (EE%) do RES nas microesferas de @@dia + DP).
Teor de farmaco

Amostra L Teor de farmacoreal (%) EE (%)
teorico (%)
M1 11,11 10,90 + 0,09 98,08 + 0,82
M2 11,11 10,95+ 0,18 98,58 £ 1,61
M3 11,11 11,02 £ 0,26 98,63 + 1,66
M4 11,11 10,91 £ 0,11 98,23 +£1,01
M5 11,11 10,96 £ 0,14 98,61 + 1,26
M6 11,11 10,29 + 0,25 92,62 £ 2,27
M7 11,11 10,99 + 0,10 98,91 + 0,89
M8 11,11 10,64 + 0,13 95,76 £ 1,15
M9 20,00 19,48 + 0,17 97,40 + 0,85
M10 20,00 19,65 + 0,27 98,26 £ 1,33
M11 20,00 19,68 + 0,03 98,40 + 0,16
M12 20,00 19,61 + 0,39 98,06 £ 1,94
M13 20,00 19,82 + 0,18 99,08 + 0,90
M14 20,00 19,53 + 0,60 97,63 £ 3,01
M15 20,00 19,53 + 0,44 97,65 +2,21
M16 20,00 18,71 + 0,25 93,55+1,24
M17 15,79 15,13 +0,33 95,85+ 2,12

A EE% das microesferas foi bastante elevada, w@wiamtre 92,62 e 99,08% (Tabela
4).

Pode-se concluir que o teor de farmaco nas mi@mesaumentou linearmente com o
aumento da concentracdo de farmaco nas formuldfesl,0), como é possivel observar no
grafico do teor de farmaco real (%) em funcdo dacentracdo de RES (%) (Figura 1),
mostrando que ndo houve saturacdo das particslapjass apresentaram elevada capacidade

de encapsular o farmaco em suas estruturas.
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Figura 1: Teor de farmaco real (%) em funcdo da concentrdg@d&®ES (%) adicionado as
formulacdes (média £ IC).
21

20

Teor de farmaco real (%)
o

0,25 0,375 0,50

resveratrol (%)

No planejamento completo com ponto central, meso® ag microesferas ndo sejam
obtidas em replicatas, € possivel estimar os earesgrificar a significancia estatistica dos
efeitos utilizando os efeitos de altas ordens, camanteracdes entre 3 e 4 fatores, ja que
podem ser consideradas nado significativas para delmoestatistico, e também a partir da
inclusdo de experimentos no ponto central, queenestudo foi realizado em duplicata
(TEOFILO e FERREIRA, 2006).

A anadlise de variancia mostrou que nenhum dos eatapresentou efeito principal
estatisticamente significativo sobre a eficiéncea ehcapsulacdo (p>0,05) e que somente a
interacdo entre os fatores (1) Proporcao G:P &5(8)(%) foi estatisticamente significativa
(p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Dados da analise de variancia (ANOVA) dos efegsimados no planejamento
fatorial completo 2com ponto central para a resposta eficiéncia dap=ulacao.

Efeitos Sorf‘"?‘ G rau de Méd,ia.‘ Teste f . '.\I.ivfe | d'e
guadratica liberdade quadratica significancia (p)
(1) Proporgéo G:P 12,400 1 12,400 4,802 0,065
(2) AICI3 (%) 0,072 1 0,072 0,028 0,872
(3) Glu (%) 8,754 1 8,754 3,390 0,108
(4) Farmaco (%) 0,023 1 0,023 0,009 0,927
(1)x(2) 0,227 1 0,227 0,088 0,776
(1)x(3)* 14,664 1 14,664 5,679 0,049*
(1)x(4) 0,988 1 0,988 0,383 0,556
(2)x(3) 0,589 1 0,589 0,228 0,648
(2)x(4) 4,357 1 4,357 1,687 0,235
(3)x(4) 0,725 1 0,725 0,281 0,613
Erros 18,074 7 2,582
Total 60,872 17

*efeito estatisticamente significativo (p<0,05)
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A Figura 2 apresenta o grafico de Pareto com awesldos efeitos principais e com 0s
efeitos de interac@o binaria dos fatores selecmmawbre a eficiéncia de encapsulagédo das
microesferas.

Como foi possivel estimar os erros e verificargnificancia estatistica dos efeitos, o
gréfico de Pareto apresentado na Figura 2 apreserddinha tracejada que assinala p=0,05 e
indica efeitos estatisticamente significantes. Asrds horizontais que ultrapassam esta linha
correspondem aos efeitos estatisticamente sigtiviosa e € possivel observar em ordem
decrescente os efeitos mais decisivos sobre @mdiei de encapsulacéo.

No gréafico da Figura 2 observa-se que nenhum efeiteipal foi significativo sobre a
eficiéncia de encapsulagéo (p>0,05) e somenteeagéo entre os fatores proporcdo polimérica
e concentracdo de Glu (1 x 3) ultrapassou a liehsighificAncia estatistica (p<0,05).

Figura 2: Grafico de Pareto para os efeitos dos fatoresaales sobre a resposta EE%.

§W§ -2,19141
\ § w \ § \|-1:20901

(1)x(3) §

|
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/
/
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@x(4) § §
(Dx4) §_mﬁmam

(3)x(4) 2 § & mﬁzgmﬁ
(2)x(3) §m;4??512
(1)x(2) § \ -.206355
(2)Cloreto de aluminio (%) Y m§-;166844
(4)Farmaco (%}§ \ .0952136

e

=
11

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

* Os efeitos principais estdo indicados por nunmermome dos fatores e os efeitos de interacdo pelos
numeros correspondentes aos dois fatores da iaterag

** As interacOes entre 3 e 4 fatores ndo foram mmadas significantes para o modelo estatistico,
portanto ndo sdo apresentadas no gréafico

O efeito de interacdo (1)x(3) foi negativo (-2,38gndo que a proporcao G:P 4:1
associada ao maior nivel de Glu levou a menoresesabe EE%.

O aumento da concentragéo de GG contribui paran@afgio de uma rede mais densa e
empacotada, bem como para a formacdo de uma eatroais organizada, pois quando esse

polissacarideo geleifica, apresenta suas cadesanba@ ordenadas, na forma de dupla hélice,
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agregadas nas zonas de juncdo (MIYO$Hal, 1995; PRAJAPATIet al, 2013). Por outro
lado, o aumento da concentragdo de Glu deve peruamti maior grau de reticulagdo, que
resulta na formacdo de uma rede mais rigida e dechdevido a introducdo de ligagcbes
covalentes inter-cadeias. Tais fatores podem premav expulsdo do farmaco da rede
polimérica (CARDOSO, 2014).

Comportamento semelhante foi relatado por CARDO2014), em estudo com
microparticulas de goma gelana e amido resistehiplamente reticuladas com AlCe
glutaraldeido, em que o aumento do grau de retiéala o aumento da concentracdo de goma
gelana promoveram a reducéo da eficiéncia de enlcaas.

J& para as microesferas com propor¢cdo G:P 1:larafficacdes da P devem ter
originado uma rede mais desorganizada, frouxa »dvéé devido aos dominios altamente
ramificados Kairy regior) intercalados por dominios linearesnpoth regiohque possui em
sua estrutura (SCHOLS e VORAGEN, 1996; MUNARdNal, 2012), que permitiu o maior
aprisionamento do farmaco na matriz, traduzido felmaiores valores de EE%,
independentemente do grau de reticulagao covalente.

O efeito na reducdo da EE% pode ser visualizada peta verde nos graficos

apresentados na Figura 3.

Figura 3. Graficos de superficie de resposta (A) e de cont{B) para os efeitos da proporcéo
G:P e da concentragéo de glutaraldeido sobre a (g%
A) B)

Resposta: EE% Resposta: EE%

Glutaraldeido (%)

Rt

Il ©8%

9 I 98%
= g?f [ 97%
[]96% 1 9%6%
I 95% 141 21 41 . o
I 94% g - I 94%

Proporg&o G:P

* A e B relativos aos niveis 0 das concentracdeAl@é; e farmaco.
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5.2 Eroséao das microesferas apos a liberacao vitro em meio acido

Erosao é o termo que designa perda de materiah@adtio seja por processo quimico de
degradacdo das cadeias ou processo fisico (ARSEIN, 2006). A determinacdo do grau de
erosao sofrido pelas microesferas durante a liberagn meio acido € importante para posterior
compreensao das taxas e da cinética de liberac&ordaco.

A erosao das microesferas foi determinada gravicagtiente, a partir da avaliagdo da
perda de massa apos o teste de dissolucdo em oi@iopr 2 horas. Os valores de eroséo
variaram de 13,38 a 24,58% (Tabela 6).

Tabela 6: Valores de eroséo (%) das microesferas, apéde desdissolucdo em meio acido
por 2 horas (média + DP, n=3).

Microesfera Eroséo (%)
M1 18,54 + 0,12
M2 13,38 + 0,32
M3 25,20+ 0,73
M4 19,43 + 0,17
M5 21,51 +£0,12
M6 16,74 £ 0,99
M7 24,58 + 0,62
M8 14,23 + 0,52
M9 16,59 + 0,59
M10 14,06 + 0,43
M11 20,00 £ 0,40
M12 17,57 £ 0,18
M13 18,31+ 0,91
M14 17,66 + 1,42
M15 18,84 + 0,66
M16 14,03 +£ 0,28
M17 15,52 + 1,00

A andlise de variancia (Tabela 7) mostrou que dsrda (1) proporcdo G:P, (2)
concentracdo de Algle (4) concentracdo de farmaco apresentaram efitacipal
estatisticamente significativo sobre a erosdo @0, A interacdo 2x3 também foi

estatisticamente significativa (p<0,05).
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Tabela 7: Dados da analise de variancia (ANOVA) para ostafegstimados no planejamento
fatorial completo 2com ponto central para a resposta erosao.

Efeitos Sorf“’?‘ G rau de Méd,ia.l Testef . l_\l_l'vel d_e
quadratica liberdade quadratica significancia (p)
(1) Proporcéo G:P* 83,129 1 83,129 29,270 0,001*
(2) AICI3 (%)* 18,254 1 18,254 6,427 0,039*
(3) Glu (%) 0,080 1 0,080 0,028 0,872
(4) Farmaco (%)* 17,119 1 17,119 6,028 0,044*
(1)x(2) 6,566 1 6,566 2,312 0,172
(1)x(3) 1,375 1 1,375 0,484 0,509
(1)x(4) 15,269 1 15,269 5,376 0,054
(2)x(3)* 30,719 1 30,719 10,816 0,013*
(2)x(4) 5,581 1 5,581 1,965 0,204
(3)x(4) 0,001 1 0,001 0,000 0,987
Erros 19,881 7 2,840
Total 197,974 17

*efeito estatisticamente significativo (p<0,05)

A Figura 4 apresenta o grafico de Pareto com awesldos efeitos dos fatores e suas

interacdes binarias sobre a erosédo das microesfpésso ensaio de liberacdo em meio 4cido.

Figura 4. Gréfico de Pareto para os efeitos dos fatoresiaahl sobre a erosdo (%) das
microesferas.
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A linha tracejada no gréafico corresponde ao valer p#0,05 e, como € possivel
verificar, em ordem decrescente, os fatores ques nméiuenciaram a erosédo foram a (1)
proporcdo G:P seguida da interacdo (2x3) entreoasentracbes de Algle Glu, o efeito
principal do fator (2) concentracao de AJ€lpor fim o fator (4) concentracao de farmaco.

Os fatores (1) proporcdo G:P e (4) concentracadadmaco apresentaram efeitos
negativos (-5,41 e -2,46, respectivamente) (Figgravidenciando que a maior concentragao
de farmaco na formulacdo e a proporcdo G:P 4:1ndiem efetivamente a erosdo das
microesferas em meio acido. Tal comportamento @gtéenciado no grafico de superficie de
resposta e no grafico de contorno (Figura 5), n@Esgé possivel observar a area verde, que

corresponde a menor erosao, concentrada nos maigees de ambos os fatores.

Figura 5: Gréficos de superficie de resposta (A¢ eontorno (B) para os efeitos da proporcao
G:P e da concentragdo de farmaco sobre a eroséoictagsferas (%).
A) B)

Resposta: Eroso (%) Resposta: Eroséo (%)
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1 20%
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B 22%
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E 18%

16%

11 21 41 B 14%
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025

* A e B relativos aos niveis -1 das concentrac@Al€l; e Glu.

O efeito negativo do aumento da propor¢cdo G:P I)5demonstra que a maior
concentracdo de GG na proporcéo 4:1 deve permitirnaacdo de uma estrutura mais densa,
empacotada e organizada, devido a orientacdo eta thétice das cadeias desse polimero
quando geleificado. Dessa forma, apds o intumestonema rede mais elastica, dura e coesa
é formada (item 5.5, Capitulo 1), resultando em umagor resisténcia a erosao.

Deve-se considerar ainda que o farmaco dispersmaiaiz pode atuar como um
obstaculo a difuséo de liquido para o interior @drin, € ainda como um reticulante fisico que
conecta cadeias poliméricas consecutivas, tornanetrutura mais resistente ao processo de
erosao.

O efeito da dupla reticulacdo na eroséo, avaliado efeito de interacdo binaria entre

Glu (%) e AICE (%), foi negativo (-3,28) quando ambos reticulange apresentam nos
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menores niveis. Essa reducéo da erosao deve ibeiiddra maior coesividade alcancada nessa
condicdo (item 5.5, Capitulo I). O efeito na redudd erosdo pode ser visualizado pela area
verde nos gréaficos apresentados na Figura 6, quesponde a menor erosao, concentrada na
menor concentracao de AKEB%) e na menor concentracao de Glu (0,5%).

Figura 6: Graficos de superficie de resposta (A) e de cootdB) para os efeitos da
concentracdo de Algk da concentracédo de Glu sobre a eroséo das sfiera (%).
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* A e B relativos aos niveis -1 dos fatores proporGaP e concentracédo de farmaco.

O efeito positivo (2,54) do aumento da concentralggdlClk (2) na erosao corrobora o
comportamento acima descrito.
A manutencdo da forma esférica e o reduzido intammeto das microparticulas ao

final do teste em meio acido (2h) puderam ser @hsels macroscopicamente.

5.3 Determinacgéo do perfil de liberagaan vitro do RES
5.3.1 Determinacéo do perfil de liberacdo em meio acidpH 1,2)

A liberacdo controlada do farmaco e a reducaoaastde liberagdo em meio acido sdo
atributos desejaveis para os sistemas de libe&gaon-especifica de farmacos, a fim de evitar
a liberacdo prematura no estdmago e garantir qoeiar quantidade possivel de farmaco
alcance a parte distal do intestino, onde encangan sitio de acdo ou absorcao para exercer o
efeito farmacologico (DAVARANet al, 1999).

Os fatores que afetam as taxas de liberacdo poderdivddidos em fatores fisicos,
relacionados a estrutura da matriz que encapsidianm@aco, como por exemplo, a porosidade, e

fatores quimicos, como as propriedades quimicdardwaco e dos polimeros que constituem o
sistema de liberacdo (FREIBERG e ZHU, 2004).
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O efeito da associacao da reticulacdo ibnica eetieulacdo covalente na obtencdo das
microesferas pode ser complementar, aumentandawdg reticulacdo da malha polimérica.
Esse aumento pode levar a maior fixacdo dos griypwsonais dos polimeros, 0os quais se
tornam menos disponiveis para interagirem com @ @mguoso e acido do estdbmago, reduzindo
as taxas de intumescimento e erosdo da matriz geqoantemente, a liberacdo do farmaco

neste meio (Mkt al, 2003).

Os perfis de liberacdo do resveratrol em meio agutd 1,2) estdo apresentados no
gréafico da Figura 7.

Figura 7: Perfis de liberacdo do RES em meio acido (HCI 0@l 1,2 com 1% LSS) a partir
das microesferas de GG:P duplamente reticuladadigrneDP).

Farmaco liberado (%)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min)

A porcentagem de farmaco liberado apds 120 mimdaie em meio acido variou entre
15,91 e 29,36 % (Tabela 8).

E importante notar que as microesferas permitiramas taxas de liberagdo sem a
ocorréncia de efeitburst que é a liberacdo de grande quantidade de farsracom pequeno
periodo de tempo. O comportamento apresentado rénesinente favoravel, visto que as

microesferas podem permanecer por um periodo anfar horas no estbmago, uma vez que
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particulas de até 2,0 mm sdo capazes de passanémte através do piloro, comportando-se
como liquidos e, portanto, a passagem desse sistertigarticulado pelo meio gastrico fica
menos dependente do estado prandial (MAESTREHL4l, 2008; ZERBINI, 2010), assim a
quantidade de farmaco liberado no estdtmago podeeserinferior aquela determinada em 120

min de ensaian vitro.

Tabela 8: Porcentagem de farmaco liberado em meio acido (KN pH 1,2 com 1% LSS)
ap6s 120 minutos para o planejamerftodn ponto central (média + DP; n = 3).

Amostra % farmaco liberado em meio acido ap6s 120 im
M1 29,36 £ 1,66
M2 22,30 £ 0,27
M3 22,85+0,84
M4 21,62 +£0,63
M5 25,72 £+ 0,57
M6 21,61 £0,22
M7 22,83+1,21
M8 21,84 £ 0,67
M9 19,19 + 0,86
M10 16,42 + 0,49
M11 23,35+0,93
M12 17,05 £ 0,37
M13 18,82 £ 0,89
M14 15,91 £1,10
M15 18,41 + 0,32
M16 20,07 £ 0,34
M17 20,17 + 0,68

A Figura 8 apresenta o grafico com as médias deeptagem de farmaco liberado apos
120 minutos em meio acido e o intervalo de confiargiculados para as 17 microesferas. No
gréfico, o quadrado central representa a meédiatamgulo externo representa a meédia + erro
padrédo e as barras representam o intervalo deaogafi(IC), calculado a partir da seguinte
equacao: IC = média + 1,96*desvio padrao.
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Figura 8: Porcentagem de farmaco liberado ap6s 120 minutoseio acido (HCI 0,1N pH
1,2 com 1% LSS) para as diferentes formulacdesid®esferas.
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As amostras M10, M12 e M14, constituidas de GG:PBroporcao G:P 4:1 e nivel alto
de resveratrol (0,50%), foram as que menos liberavdarmaco em meio 4cido (p<0,05). A
porcentagem de liberacdo para essas amostras faprm&imadamente 16,42%, 17,05% e
15,91% (p>0,05), respectivamente.

J& as amostras M1 e M5, que apresentam proporg¢dd.:G:e farmaco no nivel mais
baixo (0,25%) liberaram aproximadamente 29,36% 226 de resveratrol em 120 min,
respectivamente, sendo as microesferas que lilbena@or percentual de farmaco ao final de
120min (p<0,05) (Figura 8).

A partir desses dados, pode-se verificar a inflizgéda proporcédo G:P e da concentracdo
de farmaco sobre o controle da liberagdo em meaaioAcomo verificado no planejamento
saturado 2*(item 5.9, Capitulo I1), que apontou estes doigriz como os mais influentes.

A partir da andalise de variancia (ANOVA), apresdatana Tabela 9, € possivel
confirmar que os fatores que apresentaram efditgipal estatisticamente significativo sobre a
liberacdo do farmaco em meio acido foram, de fat@roporcdo G:P e a concentracdo de
farmaco (p<0,05).

A partir da analise, € possivel também verificag gunteracao (2)x(4), que corresponde
a interacdo binaria entre os fatores concentragabl@l3 e de farmaco foi estatisticamente
significativa (p<0,05).
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Tabela 9: Dados da analise de variancia (ANOVA) para odafastimados no planejamento
fatorial completo 2com ponto central para a resposta porcentagedraéo liberado em
meio acido (#=0,902).

. Soma Grau de Média . N'.V.elAde.

Efeitos . . " Teste f significancia
guadratica liberdade quadratica 0)

(1) Proporcéo G:P* 35,192 1 35,192 13,438 0,008*
(2) AICl3 (%) 0,105 1 0,105 0,040 0,847
(3) Glu (%) 3,016 1 3,016 1,151 0,319
(4) Farmaco (%)* 94,704 1 94,704 36,163 0,001*
(1)x(2) 6,219 1 6,219 2,375 0,167
(1)x(3) 7,559 1 7,559 2,887 0,133
(1)x(4) 0,589 1 0,589 0,225 0,650
(2)x(3) 0,767 1 0,767 0,293 0,605
(2)x(4)* 21,123 1 21,123 8,066 0,025*
(3)x(4) 0,113 1 0,113 0,043 0,842
Erros 18,332 7 2,619
Total 187,719 17

*efeitos estatisticamente significativos (p<0,05)

Como foi possivel estimar os erros e verificargnificancia estatistica dos efeitos, o
gréfico de Pareto apresentado na Figura 9 apresemddinha tracejada que assinala p=0,05 e
indica efeitos estatisticamente significantes. Asrds horizontais que ultrapassam a linha
tracejada correspondem aos efeitos estatisticansguéficativos e € possivel observar em

ordem decrescente os efeitos mais decisivos sotwatmle da liberacdo em meio acido.
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Figura 9: Gréfico de Pareto para os efeitos dos fatoresaal sobre a porcentagem de
farmaco liberado em meio acido em 120 min.
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(1)x(3) %////////////////////% 1;898%86
(1)x(2) //////////éz/////ﬁ 1,5409?5

(2)x(3) ¥

(4)Farmaco (%) 6,01356]

(1)Proporgdo G:P -3,66582

(2)x(4) 2.840037

5413225
d

.
.

(1)x(4) 4743775

&

(3)x(4)

[

073747

(2)Cloreto de aluminio (%) -, 200415

||

7
%

p=0,05

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

* Os efeitos principais estdo indicados por ninemome dos fatores e os efeitos de interacdo pélogros
correspondentes aos dois fatores da interacao.

** As interacdes entre 3 e 4 fatores ndo foram ictamadas significantes para o modelo estatistiodapto ndo
sdo apresentadas no grafico.

O maior efeito foi 0 da concentracao de farmacpg@guido do efeito da proporcéo G:P
(1), e do efeito de interacdo entre a concentrdedAlCl; e a concentracédo de farmaco (2x4),
como é possivel observar no grafico de Pareto (&igu

Os fatores (4) concentracdo de farmaco e (1) pcdpoiG:P apresentaram efeitos
negativos (-6,01 e -3,67, respectivamente) (Fi@urBabela 10), evidenciando que a proporcao
G:P 4:1, que é o maior nivel para essa varidvad, maior concentracdo de farmaco na
formulacdo diminuem efetivamente a liberacdo emon@ido. Tal comportamento esta
evidenciado no grafico de superficie de resposia grafico de contorno (Figura 10), nos quais

€ possivel observar a area verde, que corresponter liberacdo, concentrada nos maiores
niveis de ambos os fatores.
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Figura 1QG. Graficos de superficie de resposta (A) e de coontdB) para os efeitos da

proporcéao G:P e da concentracdo de farmaco sqimecantagem de farmaco liberado em meio
acido.

Resposta: farmaco liberado em meio acido (%) Resposta: farmaco liberado em meio cido (%)
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* A e B relativos aos niveis -1 das concentrac@All; e Glu.

A maior concentracdo de goma gelana na propor¢c®o4@: deve ter originado uma
rede mais densa e empacotada, devido a orientagddupla hélice observada para esse
polimero quando geleificado, o que esta em conocrddcom as analises de eficiéncia de

encapsulacdo e erosdo. Essa estrutura deve difi@ltlifusdo do liquido para o interior da
matriz e do farmaco para o meio de liberacao.

Soma-se a isso o fato de que essa proporcao @gribétm apresentou efeito negativo
sobre a erosao do sistema, o que contribui paedug@o das taxas de liberacéo (item 5.1).

Diversos estudos tem demonstrado que o perfilbdedgédo é dependente da quantidade
de farmaco na matriz polimérica (ARIFIM al, 2006). A concentracdo de RES também exibiu
efeito negativo na liberacéo do farmaco. Uma veza@tarmaco encontra-se disperso na matriz
(item 5.2, Capitulo Il), ele pode representar ursté&tulo no caminho difusional do liquido,
bem como atuar como um reticulante fisico, queings a mobilidade das cadeias poliméricas,
reduzindo o grau de relaxamento e intumescimergee Eonjunto de fatores é determinante
para a reducao das taxas de liberacdo do farmaco.

Ainda, a lipofilia do RES reduz a hidrofilia doteima e dificulta a entrada de liquido na
matriz, contribuindo para a retencdo do farmaconi@oesfera. A concentracdo de farmaco
também reduziu a erosao do sistema em meio adato §.2), o que novamente contribui para
o controle das taxas de liberacdo do farmaco.

O RES encontra-se disperso na matriz, na formaiskais, e atua como um reticulante
fisico, impedindo a movimentacdo das cadeias polia® reduzindo o intumescimento e o
relaxamento da malha. Ainda, a lipofilicidade dorfaco reduz a hidrofilia do sistema, o que

contribui para a menor entrada de liquido na matatores que contribuem para a retencéo do
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farmaco na microesfera. A concentracdo de farmasthém exibiu efeito semelhante a da
proporcdo G:P, reduzindo a erosdo do sistema em ao@o (item 5.1), sendo este mais um
fator que contribui para o controle das taxaskrdicdo do farmaco.

O efeito significativo da interacdo entre a conag#o de AIG e a concentracdo de
farmaco (2x4) também foi observado (Figura 9, Tal#)l sendo que o nivel mais alto do
farmaco associado ao menor nivel de Al€vou & menor liberacdo. Nos gréficos de superfici
de resposta e de contorno apresentados na Figuéapbksivel observar a area verde, que

compreende a regidao de menor liberacdo do farn@aqoal corresponde a maior concentracao
de farmaco (0,5%) e menor concentracao deX€h).

Figura 11. Graficos de superficie de resposta (A) e de coontdB) para os efeitos da

concentracdo de Algk da concentracdo de farmaco sobre a porcentagdarmaco liberado
em meio acido.
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* A e B relativos aos niveis -1 das concentrac@AI€I; e Glu.

A Equacéo 12 representa o modelo simplificado cescr@ve as observagdes de um
planejamento completo do tip8: 2

V(X1 x3%x3%4) = by + byxq + byXy + byxs + byxy + bipX1 X, + byzxiXs + biaX Xy
+ by3XpX3 + bpaXoXy + b3aXs3xy + byp3XyXoX3

Equacéo 12

+ D12aX1X2X4+Db134X1X3X4 + Da3aXoX3Xy + bip3aXiXpX3Xy

De acordo com os coeficientes significativos (pSh,@presentados na Tabela 10, o
modelo estatistico que descreve a liberacdo doafZonem meio acido é representado pela
Equacéo 13:

y = 20,983 - 1,4‘83x1 - 2,4‘33x4 + 1,14‘9xe4 Equagéo 13

em quex; € o nivel da proporcao G:B®, € o nivel da concentracdo de AJ€lx, € o nivel da
concentracdo de farmaco.
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Tabela 1C: Coeficientes de regresséo para a resposta pogeemtde farmaco liberado em meio
acido para o planejamentdc®m ponto central.

. . Lir_nite Limite superior
Coeficiente  Erro Efeito '|nfer|or do do intervalo de
Fatores N ~ (Valor p intervalo de .
da regressdo padrao absoluto) confianca confianca
(-95%6) (+95%)
Média* 20,983 0,381 55,011 0,000* 20,081 21,885
(1) Proporcéo G:P* -1,483 0,405 -3,666  0,008*-2,440 -0,526
(2) AICl3 (%) -0,081 0,405 -0,200 0,847 -1,038 0,876
(3) Glu (%) -0,434 0,405 -1,073 0,319 -1,391 0,523
(4) Farmaco (%)* -2,433 0,405 -6,014 0,001*-3,390 -1,476
(1)x(2) 0,623 0,405 1,541 0,167 -0,333 1,580
(1)x(3) 0,687 0,405 1,699 0,133 -0,269 1,644
(1)x(4) 0,192 0,405 0,474 0,650 -0,765 1,149
(2)x(3) 0,219 0,405 0,541 0,605 -0,738 1,176
(2)x(4)* 1,149 0,405 2,840 0,025* 0,192 2,106
(3)x(4) 0,084 0,405 0,207 0,842 -0,873 1,041

*efeitos estatisticamente significativos (p<0,05)

A adequacdo do modelo matematico para descrevempartamento de liberacdo em
meio acido foi avaliada a partir de um grafico dadores calculadoversusos valores
experimentais observados para a resposta porcemtdgefarmaco liberado em meio acido
(Figura 12). Como € possivel observar, 0s pontid® esuito proximos a reta, portanto, pode-se
concluir que os valores experimentais se aproximasivalores preditos e, portanto, 0 modelo
proposto pode ser utilizado para descrever a lggeralo farmaco em meio acido a partir das
microesferas duplamente reticuladas (CALADO e MOMDMERY, 2003).
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Figura 12: Valores calculadosrersus valores experimentais observados para a resposta
porcentagem de farmaco liberado em meio acido.
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5.3.2 Determinacao do perfil de liberacdo em pH 1,2 € 6,8

A dissolucdo é uma etapa fundamental para a fammeia@a, pois, para o farmaco
exercer seu efeito farmacoldgico, é necessariosgje liberado da forma farmacéutica, e se
apresente como uma dispersdo molecular, seja pambsorvido e atuar de modo sistémico,
seja para exercer um efeito localizado (RODRIGUESL&/A, 2005; JAMBHEKAR, 2013).
Portanto, é importante avaliar a velocidade comeagse processo ocorre, e isso pode ser feito
através da avaliagdo do perfil de liberagovitro do farmaco, que é indispensavel no
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas raifgeprever o comportamenio vivo do
sistema de liberacdo (MANADA& al, 2002).

Considerando que a concentracdo de farmaco fotow faais significativo sobre a
liberacdo em meio &cido (item 5.3.1, Capitulo Bl)jue seu efeito foi negativo, de modo que a
maior concentracdo de RES reduz a liberacdo em,pHoftou-se por selecionar microesferas
com o nivel mais alto de RES em suas formulacg&%u()0

A proporcao G:P foi o segundo fator mais signifi@asobre a liberacdo em meio acido,
e, portanto, microesferas compostas de diferemgmp;6es poliméricas foram selecionadas, a
fim de avaliar possiveis diferencas no perfil dedacéo do farmaco.

As concentracfes dos agentes reticulanteszAGhlu ndo foram significativas para a

liberacdo em meio acido, portanto optou-se porcgmiar amostras obtidas com as menores
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concentracbes de ambos, ja que sua menor cond@mimag particulas apresenta vantagens do
ponto de vista econémico e de biocompatibilidade.

Sendo assim, para o teste do perfil de liberacapldr,2 e 6,8 foram selecionadas as
amostras M9 (G:P 1:1 com 0,5% de RES) e M10 (GtRdm 0,5% de RES), e a amostra M17
(G:P 2:1 com 0,375% de RES), que foi selecionada vea que representa o ponto central do
planejamento fatorial.

Os perfis de dissolucdo do RES livre e a partirrdasoesferas estdo apresentados na
Figura 13.

Figura 13: Perfis de liberacdo do RES a partir das microasfeluplamente reticuladas em
meios com diferentes valores de pH (pH 1,2 de b e gH 6,8 de 2 — 30h) (médiatDP).
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O RES livre é rapidamente dissolvido, sendo que82&1,99% do farmaco se
dissolvem em apenas 45 minutos de ensaio em midio @i 1,2) (Figura 13).

A patrtir do grafico apresentado na Figura 13, &ives observar a significativa reducéo
das taxas de liberacdo do farmaco em relacdo aluig® do RES livre. Nas primeiras 2 h de
ensaio em meio acido (pH 1,2), as amostras M9, W17 liberaram apenas 19,45%, 17,96%
e 20,79% do farmaco, respectivamente, reproduziadoreduzidas taxas de liberacdo

apresentadas no teste de liberacdo em meio atésho $.3.1). No meio acido ndo se observa
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efeito burst que geralmente é atribuido a particulas de fasmdo encapsulado, presentes na
superficie do sistema, corroborando os dados de Nitevh 5.2, Capitulo II), em que foi
possivel observar o farmaco no interior das mideras, sempre envolvido por uma camada
polimérica.

As microesferas M17, M9 e M10 foram capazes deratamta liberacdo por 20, 22 e 30
h, respectivamente, sendo que a dupla reticulagémifpu a obtencdo de microesferas que
controlaram a liberacdo do farmaco por tempos prakwngados que microesferas reticuladas
ionicamente, as quais controlaram a liberacdo dodéo (cetoprofeno) por no maximo 6 h
(PREZOTTI, 2013).

Ao final do ensaio de dissolucdo, foi possivel olme que as microesferas
apresentavam-se visualmente intumescidas, conosua esférica preservada, sem a formacéo
de aglomerados e sem farmaco encapsulado em sgiorintomo mostra a Figura 14. Esse
comportamento deve ter contribuido para os pe#didilteracdo sem a ocorréncia de efeito

burst

Figura 14: Microesferas intumescidas ao término do ensadisé®lucdo A) M10 e B) M17.

5.3.2.1 Avaliacdo da absorcéo de liquido e da erosdo apoéilzeracao
invitroempH 1,2 e 6,8

Para que o farmaco seja liberado, é preciso queeio e dissolucdo penetre na
particula e o dissolva, entdo suas moléculas $@pallas para 0 meio externo por difusao
através da matriz intumescida, caso o sistema ®vfrsdo, esta pode acelerar as taxas de
liberacdo (MADERUELCet al, 2011).
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Devido a influéncia desses fenbmenos no perfiiltlrdcéo do farmaco, a porcentagem
de erosao e de absorcao de liquidos ao final dmiceds dissolu¢cdo em meio acido seguido de
tampao fosfato pH 6,8 foram avaliadas. Os valoe®msdo e da absor¢cédo de liquido (%)
observados para as microesferas M9, M10 e M17 aasoap0s 0 ensaio de liberagaovitro

em pH 1,2 e 6,8 estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Valores de absorgéo de liquido (%) e erosdo (%)aaostras apds o0 ensaio de
liberacaan vitroem pH 1,2 e 6,8 (média £ DP, n=3).

Microesfera Absorc¢ao de liquido (%) Eroséo (%)
M9 1.112,39 £ 86,11 43,17 £ 5,03
M10 774,06 £ 29,76 25,21 +3,21
M17 821,85+1,94 17,91 + 3,49

Entre as amostras que continham maior concentdec&rmaco (M9 e M10), a amostra
M10 que exibiu as menores taxas de liberagéo, pgalwdo-a por mais tempo (30 h), também
foi a amostra que exibiu menor erosao ao final mka® (p<0,05) (Tabela 11). Esta amostra
também apresentou menor absorc¢ao de liquido aBhasde ensaio (p<0,05) (Tabela 11).

A maior proporcédo de GG na M10 deve ter originach@ wede mais organizada, devido
a conformacdo em dupla hélice de suas cadeiastduaageleificacdo (PRAJAPATEt al,
2013), e uma malha mais densa, que absorve memaisldj retardando a dissolugcdo do
farmaco em seu interior para que ocorra a difusda p meio externo, e, portanto, controlando
a liberacdo por mais tempo.

A formulagdo M9 apresentou maior erosdo e maioorghe de liquido que a amostra
M10 apos o ensaio de liberacBovitro em pH 1,2 e 6,8 (p<0,05) (Figura 15), fatores que
devem ter acelerado a liberacdo do farmaco. Tapoaieimento também foi verificado para os
ensaios realizados apenas em meio acido (item é&n)gue se verificou maior erosao das
microesferas M9 em relagdo a M10 (p<0,05), quedevanaior liberacdo do resveratrol apos

120 min de ensaio (Tabela 8).
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Figura 15: Porcentagem de erosédo e absor¢cdo de liquido dasesferas M9, M10 e M17
apos o ensaio de liberaci#ovitroem pH 1,2 e 6,8.
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* No eixo x: E = erosdo e A = absorcao de liquide dmostras M9, M10 e M17, respectivamente.

Apesar da menor absor¢édo de liquido e menor em@gd@sentadas pela amostra M17
em relagdo a M9 (Figura 15), esta amostra liberais mapidamente o farmaco, controlando a
liberacdo por no maximo 20h. Tal comportamento mmEteatribuido a menor concentracao de
farmaco em sua estrutura, uma vez que a reducadagas de liberacdo do farmaco esta
relacionada a maior quantidade de RES nas micrassfeigura 9), j& que ele pode representar
um obstaculo no caminho difusional do meio de diggm, bem como atuar como um
reticulante fisico, que restringe a mobilidade dadeias poliméricas, reduzindo as taxas de

liberacéo do farmaco.

5.4 Analise dos mecanismos de liberacdo do farmaco

A aplicacdo dos diversos modelos cinéticos peraniteelhor interpretacdo dos dados de
liberag&oin vitro do farmaco e a compreensdo dos mecanismos enyslwia liberacdo do
farmaco a partir das microesferas (COSTA e SOUSBQ(2001).

Os modelos matematicos de Ordem zero, Primeirar@Qridersmeyer—Peppas, Higuchi,
Hixson—Crowell, Baker—Lonsdale e Weibull foram eatios aos dados da liberagdo em meio
acido (item 5.3.1) e aos dados da liberacdo em,pH 5,8 (item 5.3.2) das microesferas M9,

M10 e M17, sendo que para o modelo de Korsmeyepd3edoram utilizados somente os

197



Capitulo IIT

dados referentes aos primeiros 60% de farmacaliibe(KORSMEYERet al, 1983; COSTA
e SOUSA LOBO, 2001). Os valores dos coeficientesde®rminacao ajustadozeﬁnstada

obtidos para os diferentes modelos estéo apresesntadTabela 12.

Tabela 12: Valores dos coeficientes de determinacao ajus(e?qpstad() para os diferentes
modelos aplicados aos dados de liberacdo do RE®eméacido e em meio acido seguido de
tampéo fosfato pH 6,8 a partir das microesferas M20) e M17 e dos coeficientes das
equacdes de Korsmeyer—Peppas e Weibull.

Amostras em meio acido (pH Amostras em meio acido (pH

1,2) 1,2) seguido de tampéao
’ fosfato pH 6,8
Modelo M9 M10 M17 M9 M10 M17
Ordem zero [ ajustad: 0,978 0,983 0,976 0,865 0,881 0,890
Primeira ordem  ajustad 0,975 0,990 0,984 0,998 0,993 0,997
Korsmeyer— I ajustad 0,988 0,984 0,979 0,993 0,969 0,998
Peppas k 0,41 0,17 0,28 12,59 12,58 12,60
n 0,81 0,96 0,89 0,80 0,72 0,80
Higuchi I ajustad: 0,860 0,783 0,811 0,951 0,968 0,942
Hixson—Crowell  ajustad 0,968 0,989 0,982 0,984 0,972 0,993
Baker—Lonsdale ajustad 0,846 0,771 0,796 0,908 0,936 0,886
Weibull I ajustad: 1,000 0,999 0,987 0,998 0,995 0,998
b 0,91 12,57 0,93 1,12 0,91 1,21

Baseado nos maiores valores dg,&.do 0 modelo de Weibull foi o que melhor se
correlacionou com os dados da dissolucdo das nsfen@s M9, M10 e M17 em meio &acido
(Figura 16).

Figura 16: Perfis de liberacdo do RES a partir das amostiasMA0 e M17 em meio acido
(pH 1,2) (média + DP).
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Para o modelo de Weibull, o valor do paramdtré um indicador do mecanismo de
transporte do farmaco através da matriz polimékedores deb<0,75 indicam mecanismo de
liberacdo por difusdo Fickiana, valores entre &#% 1 correspondem a uma combinacéo dos
mecanismos de difusdo Fickiana e transporte CasBalia valores db>1, o transporte do
farmaco segue um mecanismo de liberagcdo complexBAPOPOULOUet al, 2006; CURY
et al, 2009).

Segundo essa classificacdo, 0 mecanismo de lilmedacRES a partir das amostras M9
e M17 em meio acido seguiu o mecanismo combinatite difuséo Fickiana e transporte Caso
1.

No inicio, a velocidade de difusdo do RES deve maior que a velocidade de
relaxamento das cadeias, isso devido a facilidadédrar as moléculas que estdo préximas a
camada superficial das microesferas. Neste caspséeque aViiusao>>Vrelaxamente POIS @
penetracdo do solvente é mais rapida que o relaxandas cadeias poliméricas e 0 mecanismo
segue o transporte Caso Il. Apés um determinadpdeneste meio, as microesferas devem
absorver liquido suficiente para formar uma camgeleificada, na qual a mobilidade das
cadeias € grande, permitindo a facil difusdo duoesté para dentro da rede. O relaxamento do
polimero é mais rapido que a penetracédo do soleeotesequente dissolucédo do RES, periodo
em que predomina o mecanismo de liberacdo poratifésckiana, segundo um gradiente de
concentracdo (MASARO e ZHU, 1999; CURY al, 2009).

Portanto, a difusdo do RES deve ocorrer inicialmeatravés de poros e canais
preenchidos por meio, antes da matriz intumesgeifgativamente e, apds o intumescimento,
o farmaco deve difundir através da matriz geleifcaegundo um gradiente de concentracao
(CURY et al, 2009).

Para a amostra M10 em meio &cido, o valob ¢&2,57) indica que a liberacdo do RES
ocorreu através de um mecanismo complexo, no qualagamento das cadeias e a erosao da
matriz polimérica estdo envolvidos na liberagddamaco e podem ocorrer simultaneamente
durante o processo (CURet al, 2009).

Além disso, a amostra M10 liberou o0 RES mais lertdm em meio acido que as
amostras M9 e M17, pois em sua composicao a prapdecP (4:1), bem como a concentragao
de farmaco (0,5%) estdo presentes no nivel maiealportanto, o efeito de reducéo das taxas
de liberacéo foi mais pronunciado, segundo ostetos apresentados no item 5.3.1.

Para o ensaio em meio acido seguido de tampaadqgsia 6,8, 0 modelo de Weibull
também foi o que melhor se correlacionou com o®slae liberacdo do farmaco, entretanto,
valores de 2elj-ustadoigualmente relevantes foram encontrados para olo®dle Korsmeyer—

Peppas (amostra M17) e Primeira ordem (amostra(Mf)ela 12).
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As amostras M9 e M17 novamente apresentaram meuaside liberacdo iguais entre
si, contudo, neste ensaio em meios com difereratieses de pH, os valores tdel indicam o
mecanismo do tipo complexo, em que intumescimeri@sao devem controlar a liberacdo do
farmaco (CURYet al, 2009). Ja o valor de (0,91) da amostra M10, indica uma combinacgéo
dos mecanismos de difusdo Fickiana e transporte ICas

O modelo de Korsmeyer—Peppas € bastante util pateses da liberagdo em que pouco
se conhece sobre o mecanismo de liberacdo ou quivelsos mecanismos estdo envolvidos
na liberacdo (MANADASet al, 2002). Considerando os valores elevados ﬁﬁsta{do
encontrados para esse modelo, os coeficidngasda equacdo de Korsmeyer—Peppas também
foram determinados (Tabela 12).

A constantek do modelo de Korsmeyer—Peppas fornece uma medideldcidade de
liberacédo do farmaco (MOCKEL e LIPPOLD). Para oaémsle liberacdo em pH 1,2 e 6,8, as
taxas de liberacdo até 60% de farmaco liberadarfarauito semelhantes, o que pode ser
observado pelos valores muito proximokgdgue variaram entre 12,58 e 12,60 (Tabela 12).

Considerando a forma esférica das microesferasjaluses den entre 0,43 e 0,85
observados para todas as formulacbes no ensaigsseluddo em meio acido seguido de
tampéao fosfato pH 6,8, indicam que o mecanismoilierdcdo corresponde ao transporte
anomalo.

Neste caso, as velocidades de difusdo e de relamtamdos polimeros séo
aproximadamente da mesma magnitude, o que faz cenambos os fenbmenos ocorram ao
mesmo tempo, sem que se possa distingui-los, sdigerque a liberacdo se deve aos
mecanismos de difusdo e intumescimento/relaxandagaadeias poliméricas (PASPARAKIS
e BOUROPOULOS, 2006; MAITét al, 2011).

A liberacdo que segue o mecanismo de transportenaodgeralmente se da em
sistemas de liberacdo controlada por intumescimenis nestes sistemas os fendmenos de
difusdo e intumescimento ocorrem simultaneamen®dKM et al, 2006).

Portanto, baseado nos resultados para os modeldgedrill e Korsmeyer—Peppas, a
liberacdo do RES deve ser altamente dependentelaiamento das cadeias poliméricas, que
por sua vez depende da absorcéo de liquidos @¢wneacimento (CURYt al, 2009).

Os comportamentos observados sdo consistentes sados apresentados no item
5.3.2.1, em que se observou significativa absodgitiquido e erosdo das matrizes. Como a
entrada de liquido na rede esta relacionada axarelento das cadeias e consequente erosao do
sistema, bem como com a difusdo das moléculasrohaéad para o meio, ambos os fenémenos
devem ser fundamentais para a liberacdo do RESi@pdo nas microesferas duplamente
reticuladas de GG:P.
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Os resultados de liberagdo do farmaco associadgosm@canismos de transporte indicam
gue tanto a composicdo das microesferas, no queefeee a proporcdo polimérica e a
concentracdo de farmaco, quanto o pH do meio infiaen o controle das taxas de dissolucao.
Sendo assim, pode-se concluir que a amostra MJj@, mwoporcdo GG:P é de 4:1, e a
concentragdo de farmaco é de 0,5%, permitiu o naiotrole das taxas de liberagdo do RES,

prolongando a liberagéo por até 30 h.

5.5 Avaliacdoin vitro da citotoxicidade em células Caco-2 e HT29-MTX: T&e de
viabilidade celular através do ensaio do MTT

Ensaios de viabilidade celular s&o extremamente ontaptes na fase de
desenvolvimento dos sistemas de liberacdo de fé@snaoma vez que reconhecida a
citotoxicidade do sistema, este pode entdo serfroadid ou excluido de estudos futuros.

Os resultados da citotoxicidade do RES livre eafiitesentados no grafico da Figura 17,
gue mostra a porcentagem de células viaveis emddéud@ concentracdo de farmaco apos
periodos de incubacéo de 4 e 24h.

Figura 17: Viabilidade celular (%) das linhagens HT29-MTX @d0-2 apos 4 e 24h de
incubacdo na presenca de concentracfes crescemt&ES livre (média £ DP) e apoés
incubacdo em HBSS com 0,5% (v/v) de DMSO.
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O solvente organico DMSO utilizado nas solucbesRieS ndo foi citotdxico na
concentracdo de 0,5% (v/v) sobre as células HT2¥MJjue apresentaram viabilidade de
100,7%, ou sobre as células Caco-2, cuja viabikidadde 96,6% (Figura 17).

E possivel observar no grafico (Figura 17) quermenio na concentracio de RES livre
levou a uma reducdo da viabilidade celular apos d&llincubacédo para ambas as linhagens
utilizadas, sendo mais pronunciada para as céiéa®-2. Para este periodo de incubacgéo, a
viabilidade da linhagem HT29-MTX variou entre 5342104,33% e entre 34,22 e 103,96%
para a linhagem Caco-2.

Em 24h de incubacdo, a menor concentracdo de RESH@/mL) resultou na maior
viabilidade celular (p<0,05) tanto para as céliHd29-MTX quanto para as Caco-2 (104,3 e
104,0 %, respectivamente).

Entretanto, nesse periodo, o farmaco livre apreseeteitos toxicos sobre as células
HT29-MTX para concentracdes acima de 450 pg/mL,olres as células Caco-2, para
concentracdes acima de 250 pg/mL. Sendo assinmsadoefoi entdo realizado por um periodo
reduzido de incubacgdo, de apenas 4h, uma vez gqaeeestempo maximo para a execucdo do
ensaio de permeabilidadevitro, e, para esse experimento, as concentracdesndad@mou de
carreador utilizadas ndo podem ser toxicas pareéhgas que formam a monocamada no
Transwelf.

Para o menor periodo de incubacao (4h), nenhunwentracédo de RES livre foi tdxica,
tanto para as células HT29-MTX, cuja viabilidadeioa entre 78,90 e 96,79%, quanto para
células Caco-2, com viabilidade celular entre 7€307,34%.

Apés 4h, a viabilidade das células Caco-2 frenteemor concentragdo de RES (100
pg/mL) foi significativamente maior (p<0,05), sendoe ndo houve diferenca significativa
entre as demais concentracfes (250 a 600 pg/mD)Apy Ja para as células HT29-MTX, néo
houve diferenca estatisticamente significativa eendr viabilidade celular nas diferentes
concentracdes de farmaco avaliadas (p>0,05).

Apesar de ndo se observar citotoxicidade do RE® lapds 4h de incubacédo, a
viabilidade das células Caco-2 foi significativateemenor que a viabilidade das células
HT29-MTX para as concentragbes 250, 350 e 450 pglmifarmaco (p<0,05), o que pode
estar relacionado a presenca do muco secretadesgas células, que deve conferir maior
protecao a elas.

A citotoxicidade das microesferas, e, portanto, egusanca para atuarem como
carreadores de farmacos para administracdo viafaralvaliada através de experimentos de

viabilidade celular. Microesferas duplamente rédidas com e sem farmaco foram incubadas
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por 24h com células HT29-MTX e Caco-2, a fim deliava toxicidade do sistema carreador
sem farmaco e na presenca do RES.

Inicialmente, o ensaio de citotoxicidade com agoeisferas foi realizado em placas de
96 pocos, nas concentragBes de 2 a 10 microegiecas/Entretanto, a dificil remocdo das
microesferas que ficavam aderidas ao fundo dosspggnto as células, levou a remocao de
grande numero de células, resultando em baixalidatie celular para todas as concentracoes,
0 que inviabilizou o estudo nessas placas. A pddientdo, os ensaios foram realizados em
placas de 24 pocos, cuja &rea € maior e permitiellaor manipulagdo das microesferas.

Os resultados de viabilidade celular estdo apradeatno grafico da Figura 18, que
mostra a porcentagem de células viaveis em fungdmdcentracdo de microesferas de GG:P
duplamente reticuladas. Como em 24h de incubacépadssivel observar uma reducdo na
viabilidade celular para as maiores concentrac@esmitroesferas, o ensaio foi também
realizado por um o periodo de 4h, utilizando somepbncentracbes acima de 6

microesferas/poco.

Figura 18 Viabilidade celular (%) das linhagens HT29-MTX @d0-2 apdés 4 e 24h de
incubacdo na presenca de concentracdes crescentescbesferas contendo ou ndo RES
(média = DP).
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Para 24h de incubacdo na presenca de microesfe@antente reticuladas sem
farmaco, a viabilidade da linhagem HT29-MTX varentre 36,6 e 106,9% e entre 7,3 € 96,2%
para a linhagem Caco-2. Essas amostras apresergaoéoxicidade para concentracdes acima
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de 6 microesferas/poco para a linhagem HT29-MTH4ciena de 4 microesferas/poco para as
células Caco-2, sendo que nessa linhagem obseevoma reducédo significativa na viabilidade
celular com o aumento da concentragéo de micraesfer

A reducéo do periodo de incubacéo levou a um awrgghificativo da viabilidade
celular para as células HT29-MTX (p<0,05), sende gs microesferas nao foram citotoxicas,
com valores entre 80,0 e 89,7% de células viaYeismbém houve um aumento significativo da
viabilidade celular para as células Caco-2 (p<0,@b}retanto as concentracdes de 8 e 10
microesferas/poc¢o ainda foram toxicas para eskadem, que apresentou valores entre 52,0 e
82,9% de células viaveis. O muco secretado peladaséHT29-MTX deve ter sido o
responsavel pela maior viabilidade desta linhagemg vez que cria uma barreira adicional, a
qual evita o contato direto da microesfera coméhdas e deve conferir maior prote¢éo a elas.

Assim como observado para as microesferas sem darnag microesferas contendo
RES também apresentaram citotoxicidade apds 24icdbacéo para concentracdes acima de
6 microesferas/pogo para a linhagem HT29-MTX, exsaas concentracdes foram toxicas sobre
as células Caco-2. Neste periodo, a viabilidadéntbagem HT29-MTX variou entre 26,8 e
104,0% e entre 7,8 e 64,5% para a linhagem Caco-2.

A presenca de farmaco nas amostras nao altercabdid@de das células HT29-MTX
apos 24h de incubacdo, quando comparadas com axesieras vazias (p>0.05). Entretanto, o
RES encapsulado provocou uma reducao significdavaabilidade celular da linhagem Caco-
2 nas menores concentracdes (2 e 4 microesferay/fuwg0,05), porém ambas as amostras,
com e sem RES, foram igualmente citotoxicas pa@asentracdes mais elevadas (de 6 a 10
microesferas/poco) sobre essas células.

Em 4h de incubacdo com microesferas contendo RIE&stas amostras foram toxicas
para ambas as linhagens, exceto para a concentiac@anicroesferas/poco sobre as células
HT29-MTX. A viabilidade celular variou entre 44,67&,6% para células HT29-MTX e entre
53,2 e 56,1% para células Caco-2. O farmaco enlzajmsweduziu a viabilidade das células
HT29-MTX e das células Caco-2 na concentracao mcesferas/pogo (p<0,05) apds 4 h de
incubacdo quando comparadas com as microesferasvaz

Para as microesferas contendo RES, a reducédo dmdpette incubacéo levou a um
aumento significativo da viabilidade celular dasules HT29-MTX na concentracdo de 6
microesferas/poco, que deixou de ser toxica (pJ0,0 entanto, o menor periodo de
incubacdo nao alterou significativamente a viahdiel destas células para as concentracfes
mais elevadas de 8 e 10 microesferas/poco (p>0%5)lo que estas continuaram sendo

citotdxicas.
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J& para as células Caco-2, a reducdo do periodocdbacgdo levou a um aumento
significativo na porcentagem de célula viaveis padas as concentracdes (p<0,05), porém
esse aumento nao foi suficiente para deixaremrdgtegxicas.

A fim de comparar o efeito do farmaco livre e erstd@pdo nas microesferas, as células
foram incubadas na presenca de concentracOes miesae RES livre (100 a 600 pg/mL),
equivalentes ao total de farmaco encapsulado rasedies quantidades de microesferas
avaliadas (2 a 10 microesferas/poc¢o). O graficé-idara 19 apresenta a comparacao entre a
viabilidade celular (%) apos a incubacdo com mefe@s contendo RES (M10) e o farmaco

livre.

Figura 1S: Viabilidade celular (%) das linhagens HT29-MTX @d0-2 ap0s 4 e 24h
incubacéo na presenca de microesferas contenddMRHY e de concentracdes equivalente
farmaco livre (média £ DP).

3 RES livre - 24h - HT29-MTX
EE M10 - 24h - HT29-MTX
XY RES livre - 24h - Caco-2 clone
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I RES livre - 4h - HT29-MTX
vz M10 - 4h - HT29-MTX
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120- EEH M10 - 4h - Caco-2 clone
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E possivel observar que a viabilidade celular riai,maioria das vezes, menor para o
RES encapsulado nas microesferas (Figura 19).d83acélulas Caco-2, o farmaco encapsulado
nas microesferas apresentou maior citotoxicidade qu farmaco livre em todas as
concentracdes testadas, tanto em 4h quanto eme2dbubacéao (p<0,05).

Para as células HT29-MTX, também se observou meitmtoxicidade para as

microesferas contendo RES em comparacdo com o dérfivae, no entanto somente para as
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concentracdes elevadas de 6 a 10 microesferasgpo@sth e para 10 microesferas/poco em 4h
(p<0,05).

A partir dos resultados de citotoxicidade apreskrga foi possivel selecionar
concentracdes nao toxicas de RES livre e de mien@sspara a realizacdo dos ensaios de
permeabilidadén vitro empregando os modelos de monocultura de célules-Za co-cultura

tripla de células.

5.6 Avaliacdo da permeabilidadein vitro em monocultura de células Caco-2 e em
co-cultura tripla de células

Os ensaios de permeabilidade foram realizadosrenidnalmente, do compartimento
apical para o basolateral, e foram utilizadas coinagdes nao toxicas de farmaco livre e das
microesferas, selecionadas a partir dos resultdeosabilidade celular (item 5.5). O RES livre
também foi testado como comparativo do desempeofigidtemas na permeacao do farmaco.

O uso de células permite, a partir de estudostro, a avaliacdo da permeabilidade de
farmacos em modelos que simulam de maneira badtdatigna as condicbes encontradas
vivo e estes estudos sao de fundamental importan@asopdesenvolvimento de novos sistemas
de liberacdo de farmacos, para garantir o suceas@grodutibilidade do sistema. Além disso,
técnicasin vitro evitam o uso de animais na pesquisa, € sdo meabalhosas e mais
econdmicas que os experimenitosivo (BEHRENS et al., 2001; ANTUNES et al., 2013).

Modelos celulares do intestino humano tém sido eggmos para avaliar a
permeabilidade intestinal de farmacos em sisteradiberacéo controlada para a administracéo
pela via oral. Diferentes células podem compor aetwm sendo que cada linhagem apresenta
caracteristicas e funcbes especificas no epitétestinal (GAGNONet al, 2013). Como a
presenca de muco tem papel fundamental na adegéode afetar significativamente o
desempenho de um sistema de liberagdo mucoadesinm é o caso das microesferas de
GG:P, foram utilizados os modelos de monoculturaélalas Caco-2 e co-cultura tripla de

células a fim de se avaliar a influéncia do muco.

5.6.1 Permeabilidade em monocultura de células Caco-2

A monocultura de células Caco-2 é um modelo quanfmduzido no final da década de
1980 e se tornou o padrao ouro entre os modelpereeabilidade intestinai vitro (LI et al.,
2003), uma vez que estas células sdo capazesditersmciarem e apresentarem um fenaotipo
parecido, tanto funcional quanto morfologico, aategcitos, ou seja, as ceélulas absortivas
presentes no intestino humano (HILGENDO&FRl, 2000; PEREIRAet al, 2015).
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Os resultados do perfil de permeabilidade do RESnemocultura de células Caco-2 a
partir das microesferas e do farmaco livre estdiessmtados no grafico da permeabilidade (%)

em funcéo do tempo (Figura 20).

Figura 20: Permeabilidade (%) e TEER (%) em funcdo do temparde os experimentos de
permeabilidadan vitro empregando modelo de monocultura de células Camar2 0 RES
livre e encapsulado em microesferas de GG:P (Mh@é¥i{a £ DP; n=3).
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E possivel observar que o RES, tanto livre quantagsulado nas microesferas, foi
capaz de permear a monocamada de células Cacoely gae a permeacédo do farmaco livre
foi significativamente maior que a permeacao aipde amostra M10 ao final de 180 min
(p<0,05), atingindo uma permeabilidade média de%3,&8ontra apenas 0,02% para as
microesferas.

Considerando que, teoricamente, a concentracaoE@e disponivel para a permeacao
era semelhante para ambos 0s casos, e que, andaloces de TEER foram menores para o
teste com as microesferas, os menores valores reepedo (aproximadamente 180 vezes
menor) sugerem a maior interacdo entre as célulasRES encapsulado, comportamento

favoravel ao objetivo pretendido neste estudo.
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Deve-se considerar ainda que o RES livre, quanduoirgstrado pela via oral, &
rapidamente absorvido no estdmago e intestino deJga metabolizado por glicuronidagéo e
sulfatacdo, ndo atingindo as células colénicas ententracdo suficiente para promover o
efeito terapéutico desejado neste sitio de inter@aSet al, 2008).

O grafico da Figura 20 também apresenta o TEERef#juncdo do tempo de ensaio.
Ao final dos experimentos, observou-se uma reddgabEER (%), sendo que os valores finais
para esse modelo foram de 76,2 £ 6,9% e 45,5+ 1ei%elacdo ao TEER inicial para os
ensaios com o farmaco livre e microesferas, resaasénte.

Alguns polimeros, como a quitosana, por exemplo, G#pazes de abrir as juncdes
oclusivas que mantém as células Caco-2 fortememndas, e levam a reducdo momentanea do
TEER (SANDRIet al, 2010). No entanto, os valores podem retornawvatmses inicialmente
observados, apds a remocéo do polimero e um pel®daubacio que permita a recuperacao
das juncbes, desde que nédo tenha ocorrido mottacel

Considerando que concentracoes de RES e microesiditzadas para o teste de
permeabilidade ndo eram citotoxicas (item 5.5gdacdo observada nos valores de TEER pode
ser atribuida a abertura reversivel das juncdessivals. No entanto, como nao foram
realizados estudos acerca da recuperacdo da moadagmor periodos maiores que 30 min,
ndo é possivel afirmar se o declinio observadovatiwes de TEER apds os ensaios com as
microesferas é reversivel ou se corresponde a roelkar.

5.6.2 Permeabilidade em co-cultura tripla de células

Na busca por se mimetizar mais fielmente as coedigdvivo, a co-cultura de células
Caco-2 com células HT29-MTX secretoras de mucodielm explorada, ja que a presenca de
muco reconhecidamente influencia a permeacédo dowméds (PEREIRAet al, 2015). Além
disso, a monocamada em que ambas as células esdentgs constitui uma barreira
diferenciada, em que a permeabilidade pode serfiven devido as mudancas na resisténcia
paracelular e no transporte via P-gp, uma vez queorcultura as juncdes oclusivas sdo mais
fracas e permitem maior permeacéo via rota parnaceduha menor efluxo do farmaco, ja que
ndo ha superexpressdo de P-gp como no modelo devcoitma de células Caco-2
(HILGENDORF et al, 2000).

A co-cultura celular possibilita a reproducéo nfessdo ambiente alvo de estudo, como
€ 0 caso da co-cultura tripla constituida de cél@aco-2 para reproduzir as caracteristicas dos
enterdcitos, células HT-29MTX capazes de secretamone células Raji B linfécitos, as quais

induzem a diferenciacao do fenétipo das célula@aem células M, de forma a mimetizar
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precisamente o epitélio intestinal humano recobpdo muco (ARAUJO e SARMENTO,
2013).

Os resultados do perfil de permeacdo do RES emultarg tripla a partir das
microesferas e do farmaco livre estdo apresentadografico da permeabilidade (%) em
funcdo do tempo (Figura 21).

Figura 21: Permeabilidade (%) e TEER (%) em fungcdo do temparda os experimentos
permeabilidaden vitro empregando modelo de caltura tripla de células para o RES liv
encapsulado em microesferas duplamente reticutiel&ss:P (média + DP; n=3).
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Para a co-cultura tripla, repetiu-se o0 mesmo padb&ervado para as monoculturas de
células Caco-2, em que o RES foi capaz de permearomocamada estando livre ou
encapsulado nas microesferas. No entanto, a pediméacfarmaco livre apés 180 min (50,4%)
foi significativamente maior em comparagédo com GRIEcapsulado nas microesferas (2,5%)
(p<0,05).

Novamente se observou a reducédo da permeabilidadRE® encapsulado em relacéo
ao RES livre (20 vezes menor).

Para o modelo triplo, os valores finais de TEER &%) relacdo ao inicial foram de

96,5% e 105,4% para o farmaco livre e microesfeespectivamente (Figura 21).
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Ao comparar a permeabilidade nos dois diferentedelos, pode-se observar a partir
dos graficos apresentados nas Figuras 22 A e Baqacentagem de farmaco permeado ao
final dos 180 min foi sempre maior no modelo trigfe<0,05). Para o RES livre, a
permeabilidade na co-cultura tripla foi cerca devédes maior que na monocultura e para as

microesferas, o valor foi 62,5 vezes maior na dadcatripla.

Figura 22: Permeabilidade (%) e TEER (%) doncdo do tempo durante os experimentc
permeabilidade in vitro empregando monoculturaélelas Caco-2 e codltura tripla de célul
para A) RES livre e B) RES encapsulado em microasfgM10) (média + DP; n=3).
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A presenca de células capazes de secretar muco-awdtara tripla modifica além da
superficie, que passa a ser recoberta por muagraggria da juncéo entre as células e a forca
dessa juncdo, que € diminuida, reduzindo os valdeeSEER e mimetizando melhor as
condicdes fisiolégicas (HILGENDOREt al, 2000).

Sendo assim, a maior permeabilidade nas co-cultdpas deve estar relacionada a
elevada capacidade mucoadesiva demonstrada palesesieras (item 5.10, Capitulo I1), que
sdo capazes de interagir fortemente com muco egmexer em contato mais intimo com a
mucosa, favorecendo também a permeacdo do fari8aomam-se a isso as jun¢des oclusivas
mais fracas deste modelo e a presenca de célutagermtipo de células M, que facilitam a

passagem de moléculas e resultam em maior pernciealeil

5.7 Permeabilidade aparente ()

Os resultados de permeabilidade aparente para 3msbo de permeabilidade estdo

apresentados no grafico da Figura 23:

Figura 23: Resultados da permeabilidade aparent& (to/s) do RES em diferentes modelos
celulares (média £ DP; n=3).
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Para ambos os modelos, g Bo RES livre foi significativamente maior que & &as
microesferas (p<0,05), corroborando os dados dmgahilidade, em que se observou maior
permeabilidade do farmaco livre em relacdo ao faocnescapsulado.

Comparando-se os diferentes modelos celulares, ;,,a nB modelo triplo foi

invariavelmente maior que agRm monocultura de células Caco-2 (Figura 23)otgatra o
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RES livre quanto para as microesferas (p<0,05)ypborando os resultados de permeabilidade
gue foi sempre maior no modelo de co-cultura tripla

Outros estudos também relataram a permeacédo ddiREStravés de monocamadas
de células Caco-2, indicando a provavel absongavo. O resultado de J3 observado para o
RES livre em monocultura de células Caco-2 foi megoe o reportado por Kaldas e
colaboradores, que observaram umgade 7 x 1 cm/s para o RES livre para este mesmo
modelo celular apds 1h de permeacédo (KALD&Sl, 2003). No entanto, Li e colaboradores
(2003) observaram umagfainda maior, de 20 x Ffocm/s para o RES, evidenciando uma
rapida difusdo do farmaco (et al, 2003).

Os menores valores depPpara o farmaco encapsulado nas microesferas d® GG:
evidenciam a vantagem em se administrar o RES ensistema de liberacdo controlada
mucoadesivo, capaz de proteger o farmaco e dir&d¢topara um sitio especifico, onde podera
chegar em concentracdes efetivas para desempemlarefeito terapéutico localizado,

reduzindo a absorcéo sistémica, e, consequentenaégites colaterais.

5.8 Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER)

A medida da resisténcia elétrica transepiteliain@ imaneira ndo destrutiva de avaliar a
funcdo de barreira do epitélio e permite a careeteio das monocamadas celulares que serdo
empregadas nos experimentos de permeagétro (ODIJK et al, 2015).

As medidas de TEER permitem inferir qualitativanees¢ a monocamada encontra-se
saudavel e guantitativamente indicam a confluédeis células, sendo que um aumento nos
valores de TEER indica que a monocamada celularaestfluente, e, assim, garante-se que o
farmaco quantificado na camara basolateral atrauessamada de células.

Entretanto, os valores de TEER reportados naftitergpara um mesmo modelo podem
variar muito, devido a influéncia de alguns paradogetomo a composicdo do meio de cultura
empregado, a densidade de células semeadas e oondenpassagem das células utilizadas
(HILGENDORF et al, 2000; ODIJK et al, 2015). Alem disso, fatores relacionados aos
materiais, como o tipo de suporte fisico sobreal ga células foram semeadas, e a qualidade e
as condi¢cbes da superficie dos eletrodos utilizadgsmedi¢cdes também podem influenciar os
resultados (ODIJkKet al, 2015).
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5.8.1 Influéncia do tempo de cultura e do modelo celulanos valores de
TEER

Realizou-se 0 monitoramento do TEER durante totergpo de cultura das células nos
inserts a fim de acompanhar a formacédo da monocamadkicelsua confluéncia. Os valores
de TEER Q.cnf) em funcéo do tempo de cultura das monocamadasogatiferentes modelos

cultivados nosnsertsesta apresentado no grafico da Figura 24.

Figura 24: Grafico da resisténcia elétrica transepitelial EREQ.cm2) em fugdo do tempo
cultura (dias) das monocamadas celularegneerts(média £ DP).
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Pode-se observar que as monoculturas de célulasZagresentaram valores de TEER
(Q.cn?) significativamente maiores que o modelo de ctucaltripla, conforme demonstrado
por Araljo e Sarmento (2013), atingindo um elevealor médio de 815,4 + 117¢3.cnt ap6s
22 dias de cultivo. Ja para o modelo de co-culiypé, o maior valor médio apresentado apés
22 dias de cultivo foi de 235,9 + 495cnT.

As juncdes entre as células absortivas e as c&elagtorias em co-culturas sdo mais
fracas, conforme mencionado anteriormente, o guzres valores de TEER e os tornam mais
semelhantes aos valores reportados para o coélonartwunim vivo cujo TEER é de
aproximadamente 100.cn? (HILGENDORF et al, 2000).

Através do grafico apresentado na Figura 24 é yelssbservar que os valores de
TEER aumentaram rapidamente para o modelo de mbm@Caco-2, e cresceram durante
todo o desenvolvimento da monocamadainsert E possivel verificar uma fase inicial de

crescimento acelerado e constante entre os didsSPecuma fase final entre os dias 17 e 22, de
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crescimento também constante, porém mais lentagueicio. O mesmo comportamento foi
observado por Gagnon e co-autores (2013) para sticrento de monoculturas de células
Caco-2, que apés 14 dias de crescimento apresenfBEER igual a 560 + 23).cn?,
semelhante aos valores observados para o mesmdgee crescimento neste trabalho.

Os valores de TEER para monocamadas de célulasZs@&o bastantes variaveis na
literatura, sendo que Kernéis e colaboradores t&@on valores de TEER entre 300 e 400
Q.cn? ap6s 14 dias de cultivo, enquanto valores médiogadQ.cnt foram reportados por
Rodriguez-Gaztelumendi e co-autores, apos 12 deasultivo (KERNEIS et al, 2000;
RODRIGUEZ-GAZTELUMENDIet al, 2011; ODIJKet al, 2015).

A diferenca entre as velocidades de crescimentondaocamada de células Caco-2
pode ser observada através das inclinacdes dagjietalescrevem os valores de TEER durante

0 crescimento, apresentadas no grafico da Figura 25

Figura 25: Valores de TEER(.cnt) em funcdo do tempo de cultivo (dias) da monocamad
de células Caco-2.
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Ja para os modelos de co-cultura tripla, os val@lesTEER apresentaram um
crescimento exponencial®(= 0,986) durante os 22 dias de cultivo, como raostrgrafico

apresentado na Figura 26.
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Figura 26: Valores de TEERC.cnf) em funcéo do tempo de cultivo (dias) da monocamad
para o modelo de co-cultura tripla de células.
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5.8.2 Variacdo do TEER durante os ensaios de permeabilid&in vitro em
monocultura de células Caco-2 e em co-cultura tripl de células

O TEER foi medido imediatamente antes do iniciotdetes de permeabilidade, quando
as ceélulas ainda estavam incubadas com meio DMK\ mmentado, e, apos a troca por HBSS,
antes de adicionar as amostrar para iniciar o @rpato, mediu-se novamente o TEER, sendo
este considerado o valor de TEER inicial.

Para ambos os modelos celulares, os valores de EBERIBSS, no tempo zero de
permeabilidade, foram menores que os valores apeek®s pelas monocamadas quando ainda
estavam incubadas com DMEM suplementado. Verifemwim declinio médio de 11,4% na
resisténcia elétrica transepitelial com a subséiinido meio DMEM por HBSS para o modelo
Caco-2. Para as co-culturas triplas, o TEER redwetiu média 19,34%, uma reducao
significativamente maior que para as monocultueaséiulas Caco-2 (p<0,05).

Durante os experimentos de permeabilidade, meda-BEER imediatamente antes de
cada coleta, e os valores para os testes em mtumacde células Caco-2 variaram entre 597,8
— 1190,9 Q.cnf e entre 460,8 — 1011,8.cnt para o farmaco livre e microesferas,
respectivamente. Os valores foram elevados e canasids aceitaveis para monocamadas dessa
linhagem celular, sendo descritos por outros asitogen experimentos de permeacao
semelhantes ao realizado neste trabalho (KERNE#5, 2000; SANDRIet al, 2010).

Os valores médios de TEER durante os ensaios deepedio empregando co-cultura

tripla de células variaram entre 197,7 — 286,4nf e entre 288,0 — 453Q.cnt para 0S
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ensaios com o farmaco livre e microesferas, resacente, valores que também podem ser
considerados aceitaveis para esse modelo celuRAad0 e SARMENTO, 2013).

Posteriormente avaliou-se a variacdo em relaca8dEadR inicial e os resultados para os
ensaios com o farmaco livre e as microesferas enoouitura Caco-2 e em co-cultura tripla de
células estdo apresentados no grafico da Figur®2¥alores representam a diferenca entre o
valor de TEER no tempie o TEER inicial Q.cnr).

Figura 27: Variacdo do TEER.cnf) em relacdo ao TEER inicial durante o ensaio de
permeabilidadén vitro em A) monocultura de células Caco-2 e B) co-caltupla de células
(média = DP; n=3).
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* o0 valor inicial foi considerado o TEER no tempera, medido antes da adicdo das amostras.

Observando os graficos apresentados na Figura @@ssivel verificar que a variagdo
dos valores de TEER foi maior para o modelo basead@élulas Caco-2 (Figura 26 A) que
para o modelo triplo (Figura 26 B).

Para a monocultura de células Caco-2, observoursaumento nos valores de TEER
entre 5 e 120 min para o farmaco livre. Ja paraiesoesferas, a variagdo foi sempre negativa.

Para o modelo triplo, a variagdo de TEER duranémgaio (5 a 180 min) foi sempre
positiva para o RES livre. Para as microesferasydama pequena variacdo negativa entre 45
e 120 min.

Apoés o término dos experimentos, as monocamadasarmed foram cuidadosamente
lavadas a fim de remover as amostras, e incubasadiBSS. Apds um periodo de equilibrio
de 30 min, mediu-se o TEER final, a fim de avadianabilidade das células e sua capacidade
de retomar a sua confluéncia inicial. Para a mdhaey a variacdo do TEER final foi negativa
para o RES livre e para as microesferas. J4 parwdelo triplo, a variacdo foi negativa
somente para o RES livre, entretanto, essa varidgasignificativamente menor que a
observada para o farmaco livre na monocultura @agu<0,05).
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Tem sido demonstrado que os valores de TEER podemudr durantes os ensaios de
permeabilidade empregando células Caco-2, 0 ques @mdrretar em um aumento da
permeabilidade do farmaco. Entretanto, isto podeise situacdo que ocorre apemasitro,
ndo sendo observada no intestino humano (ARAUJARMENTO, 2013). Além disso, é
necessario avaliar a variagcdo do TEER com cawdlay de garantir que a mudanca nao esteja
relaciona com morte celular e destruicdo da monadam

Avaliando-se a diferenca entre os valores inicitsh@ de TEER em porcentagem e em
valores absolutog).cnf), pode-se ter um bom indicativo da integridade dasocamadas. A
variacdo do TEER em porcentagem pode ser visualinad graficos apresentados nas Figuras
20 e 21. A reducéo observada para o farmaco loirdd 23,8% na monocultura, sendo que o
valor final médio do TEER foi de 597¢8.cnt. Na co-cultura tripla a reducéo foi de 3,5%, e o
valor final médio do TEER foi de 197¢Z.cn?. Para as microesferas, observou-se reducéo de
54,5% na monocultura Caco-2 e aumento de 5,4% +alltoa tripla, sendo que os valores
finais médios do TEER foram de 460,8 e 373,ent, respectivamente.

J& é descrito na literatura que a abertura da@sngclusivas leva a redugcdo dos
valores de TEER. No entanto, o0 menor dano provocadmonocamada também é capaz de
reduzir drasticamente os valores de TEER. Segurliia © co-autores, uma variacao de 0,4%
na area de cobertura da monocamadmsert, pode reduzir os valores de TEER em 80%, ou
seja, o TEER de uma monocamada que recobre 10@¥edale crescimento pode ser reduzido
para 20% do valor inicial se as células passaresnabrir 99,6% da area dusert

Ainda segundo esses autores, os valores de TEERmpsel menores nas monocamadas
devido a danos, e, mesmo assim, testes com cordumesscentes podem demonstrar a boa
propriedade de barreira dessas células, com junghesivas ainda fortes (ODIJ& al, 2015)

Sendo assim, observando os valores finais de TEER@ucao (%) em relacdo ao valor
inicial para ambos os modelos empregados nos engaipermeabilidade, pode-se concluir que
as monocamadas permaneceram relativamente intaotdsal dos experimentos e que a
reducdo ndo deve ter sido relacionada a morte atelideste modo, os resultados de
permeabilidade refletem o transporte do farmacavés das barreiras celulares que compdem

as monocamadas.

5.9 Avaliacdoex vivo da permeabilidade e da retencgéo intestinal do RE&elo
método do saco intestinal invertido

A microesfera M10, que permitiu 0 maior controls tkxas de liberacdo do resveratrol,
controlando a liberacdo por periodo de 30h, foegehada para o estudo de permeacédo e

retencao intestinal pelo método do saco intesiivairtido.
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Para o farmaco permear através da membrana e adifipado dentro do conteudo do
saco intestinal invertido, ele deve ser liberagmdir das microesferas, tornando-se soltvel no
meio, e entdo precisa vencer a barreira de mucoaeyaste o epitélio. Como as microesferas
sao constituidas por polimeros mucoadesivos, petasovem a adesdo ao muco e a parede do
saco intestinal, o que permite a retencdo no lotahtendo o farmaco em intimo contato com o
sitio de absorc¢éo, aumentando o gradiente de coac&n (ARAUJCet al, 2014).

O grafico apresentado na Figura 28 mostra a pagent de resveratrol quantificado
em cada compartimento do teste de permeacao: deritn@ do saco intestinal invertido, no

tecido intestinal e o farmaco que restou insoldegitro das microesferas.

Figura 28: Porcentagem de RES dentro do saco intestinaltideefdentro), solivel no meio

(fora), aderido ao tecido intestinal (intestinahgoltvel dentro das microesferas (microesferas)
(média = DP, n=6).
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A porcentagem de farmaco quantificada dentro do sdestinal foi de 0,016 + 0,003%
para o ensaio na presenca de muco, e de 0,000829/0quando houve o tratamento prévio do
intestino com mucolitico. Ja a porcentagem de rafted no meio de incubacéao (fora) para o
teste realizado sem uso do mucolitico foi de 0;081016% e de 0,002 + 0,001% para o teste
realizado com mucolitico (barras né&o visiveis rédigo apresentado na Figura 28).

E possivel observar que a maior parte do farmacmareeceu insolivel dentro das
microesferas, sendo que 96,95% e 99,14% né&o fakmratdos para o meio durante o ensaio
com 0s sacos intestinais com e sem muco, respeiva (Figura 28).

Foi possivel observar o acumulo de resveratrol emddé intestinal, sendo que o
tratamento prévio com mucolitico, o qual removeuxondo saco intestinal, alterou de maneira

significativa a quantidade de resveratrol retidaimestino, de modo que a porcentagem de
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farmaco no intestino com o muco (3,0%) foi maioe cqu no intestino que teve o muco
removido (0,9%) (p<0,05) (Figura 28). Quando oddsi realizado com 0 muco preservado,
pode ser observado, macroscopicamente que aodintdste as microesferas permaneceram
fortemente aderidas ao tecido, o que deve teribaidio para esse comportamento.

As microesferas sao particulas de tamanho da odgemicrémetros, o que inviabiliza
sua passagem através das membranas ou por ecg&hkilas, de forma que apenas o farmaco
liberado de sua rede e soluvel no meio é capazmegar os tecidos. Desse modo, considerou-
se apenas a quantidade de farmaco liberado dasesiieras (3,05 e 0,86%) como disponivel
para a permeacao através da membrana.

Do total liberado, 98,4% e 99,6% permaneceramagtitb tecido intestinal com e sem
muco, respectivamente (Figura 29).

Deve-se considerar ainda que a quantidade de farmqee ficou retida no intestino foi
significativamente maior que a quantidade que pemtetecido, a qual foi de apenas 0,5% e
0,1% para 0s sacos intestinais invertidos com e reego, respectivamente (p<0,05) (Figura
29).
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Figura 2S: Porcentagem de RES dentro do saco intestinal ideeftientro), solivel no meio

(fora) e aderido ao tecido intestinal (intestinonsiderando apenas o farmaco liberado das
microesferas.
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*Diferencgas estatisticamente significantes ( p<0,05)
** Ensaio realizado com as microesferas

Tal comportamento demonstra que o resveratrol tera alta afinidade pelo tecido,
permanecendo no intestino para uma acdo local atksepas células epiteliais. Essa
propriedade é altamente favoravel quando se buscdalocal do farmaco, especialmente no
tratamento de doencas colonicas como polipos, s doencas inflamatoérias, como a colite
ulcerativa.

Kaldas e co-autores (2003) demonstraram que céhikestinais Caco-2 sdo capazes de
acumular RES, evidenciando os enterdcitos como otanpial sitio alvo da liberagdo deste
agente antiproliferativo. Apesar da baixa biodispitidade oral que este farmaco apresenta, o
acumulo em células epiteliais de RES e de metalsgibtencialmente ativos devem produzir
os efeitos antiinflamatérios e antimutagénicos gste farmaco apresenta (WALLE al,
2004).

A Figura 30 mostra as concentracdes (Lg/mL) de déomdentro e fora do saco

intestinal invertido, com e sem muco, para o endaipermeacado com as microesferas.
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Figura 3C: Concentracdo de RES (ug/mL) dentro e fora do satestinal invertido apds o
ensaio de permeacao com as microesferas (médid.+ DP
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*Diferencas estatisticamente significantes ( p<0,05)
** Ensaio realizado com as microesferas

O muco favoreceu de maneira significativa a per@eago farmaco a partir das
microesferas, sendo que na presenca de muco, aggmfoi cerca de 2,5 vezes maior que a
permeacdo no intestino sem muco (0,051 = 0,009 lu@m0,021 £ 0,003 pg/mi,
respectivamente) (p<0,05).

As concentragbes dentro e fora do saco intestioal € sem muco foram iguais
(p>0,05), indicando que a permeacao ocorreu atéogeequilibrio de concentracdes fosse
atingido (Figura 30).

Esses dados demonstram que a presenca de mucetdanthante para a permeacao,
sendo que a maior permeacgdo no intestino com made per sido favorecida pelo maior
gradiente de concentracdo estabelecido nessa éonff@ura 30) e pela elevada capacidade
mucoadesiva das microesferas, que favoreceu o @aomergradiente de concentracéo local e o
contato mais intimo com o tecido favorecendo a pag#o.

Para os ensaios com o farmaco livre, do total d8 Réicionado, 90,32% e 99,08%
permaneceram aderidos ao intestino com e sem meggectivamente. Permearam 1,46% de
farmaco no saco intestinal invertido com muco enapé,15% no sem muco, restando soluvel

do lado externo 8,23% e 0,78% para o0s testes g@menuco, respectivamente (Figura 31).
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Figura 31: Porcentagem de RES apos o ensaio de permeacéinateuantificado dentro do
saco intestinal invertido (dentro), solivel no mdfora) e aderido ao tecido intestinal
(intestino) (média £ DP).
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Além da grande capacidade de acumulo nas célulagraade porcentagem de
resveratrol retido no tecido intestinal pode seplieada devido ao carater parcialmente
hidrofébico do muco e da caracteristica lipofildesse farmaco. A barreira adesiva de muco
tem uma certa hidrofobicidade, devido a presencaligldios em sua composi¢do, de
aproximadamente 20% ou mais em relagdo a sua nsassa que se apresentam ligados
covalentemente as moléculas de mucina ou entaovaits® (ENSIGNet al, 2012) levando a
formacédo de interacbes hidrofobicas responsavdss gfenidade do resveratrol pelo tecido
intestinal.

A Figura 32 apresenta o gréfico das concentracéegesVeratrol dentro e fora do saco
intestinal invertido com e sem muco, no qual € pessverificar que ndo houve diferenca
significativa entre a concentracdo de farmaco demto saco intestinal invertido e a
concentragdo de farmaco soluvel no meio extern6,(5), tanto nos ensaios realizados com o
intestino com muco preservado (0,049ug/mL dentdg085 pg/mL fora), quanto para aqueles
realizados com o saco intestinal previamente toatamn mucolitico (0,020ug/mL dentro e
0,021pg/mL fora), indicando que a permeacdo ocaatéugue o equilibrio de concentracbes

fosse atingido, comportamento semelhante ao apgeekepelas microesferas.
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Figura 32: Concentracdo de RES (ug/mL) dentro e fora do satestinal invertido apds o
ensaio de permeacao com o farmaco livre (média)} DP
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No entanto, houve diferenca significativa entreargacao do resveratrol na presenca e
na auséncia de muco no intestino (p<0,05), send@qermeacao foi cerca de 2,5 vezes maior
no intestino com muco, o que demonstra que 0 mpecesanta uma importante funcdo na
absorcao dos farmacos. Sendo assim, a preservagaaab sobre o saco intestinal invertido é
fundamental para que a avaliacdo da permeabilidadevoapresente uma boa correlagéo
Vivo.

A permeacdo do RES a partir da microesferas nadliferente da permeacdo do
farmaco livre, sendo que as concentragfes dentgacko intestinal invertido, tanto com muco
como sem muco, foram iguais para 0 ensaio comnoeai@ livre e com as microesferas, como

pode ser observado no grafico apresentado na R@ura
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Figura 33: Concentracédo de RES (ug/mL) dentro do saco intdstivertido com e sem muco,
apos o ensaio de permeacdo com o farmaco livreneasanicroesferas (média = DP).
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N&o houve diferenca estatisticamente significagintrte os valores de concentragao de
farmaco que permeou o tecido a partir das microgeste o farmaco livre (p>0,05) (Figura 33).

Deve-se considerar que os dados obtidos para asoasieras podem nao ser
representativos do comportamento real de permeabg&rmaco, ja que as microesferas foram
delineadas para se alcancar a liberacdo contralad@rmaco visando a vetorizagcdo para o
coélon, de modo que as reduzidas taxas de libedgd@maco podem limitar a aplicacdo deste

meétodo, uma vez que o tempo de analise € de 18@asin

6 CONCLUSOES

A aplicacdo de um planejamento fatorial complét@d@m ponto central permitiu uma
avaliacdo minuciosa dos efeitos da proporcédo poibaés:P, e das concentracfes de AICI
Glu e de RES sobre importantes caracteristicas ntiasoesferas de GG:P duplamente
reticuladas.

A elevada EE% (92,62 a 99,08%) foi demonstradagdseaue a proporgédo G:P 4:1
associada ao maior nivel de Glu foi o principabfaesponsavel por reduzir o teor de RES
encapsulado.

A erosdo em meio acido variou entre 13,38 e 24,5&%d0 que a maior concentracao
de RES e a proporgdo G:P 4:1 diminuiram a eros&onderoesferas em meio acido. As

menores concentragcbes de ambos os reticulantess (AlIGIu) também foram fatores
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importantes para reduzir a erosao, devido a formaeiredes mais coesas para esse grau de
reticulagdo, favoravel para garantir a menor lipgoade farmaco nas porgcdes superiores do
TGI.

A eficiéncia das microesferas desenvolvidas em puama protecdo contra a liberacao
prematura do RES no estébmago foi evidenciada amwe baixos valores de RES liberado (%)
em meio &cido, que variou entre 15,9 e 29,4%. Agngio G:P 4:1 e a maior concentracao de
RES nas formulagdes foram os principais fatoreszegp de reduzir a liberagdo. O efeito da
interacdo entre a concentracdo de AKCh concentracdo de RES também foi observadoo send
gue a combinacao entre o nivel mais alto de farrmacmenor nivel de reticulante ibnico levou
a menor liberagdo em pH 1,2.

A capacidade de controlar as taxas de liberacdRE® foi evidenciada, sendo que as
microesferas M17 e M9 prolongaram a liberacdo empée fosfato por 20 e 22 h,
respectivamente, e a M10 foi a que exibiu as mentasas de liberacdo do farmaco,
prolongando a liberagdo por até 30 h, sendo a amaosais promissora para promover a
liberacdo colon-especifica do RES. O mecanismabdealcdo do RES a partir dessa amostra,
segundo o modelo de Korsmeyer — Peppas, seguamspiorte super caso Il.

A veiculacdo do RES nas microesferas permitiu anifstgtiva reducdo da
permeabilidade celular do farmaco, comportamentticopdarmente favoravel para o objetivo
do estudo, uma vez que o RES estara mais dispgdrelatuar diretamente sobre as células do
coélon, o que pode melhorar sua atividade local.

A permeacéao e a retencdo do RES foram maioresopagasaios realizados com o saco
intestinal invertido com muco preservado, tantcapas microesferas quanto para o farmaco
livre, evidenciando a importancia da mucoadesivedaal sistema desenvolvido em melhorar o
desempenho do RES.

A partir dos estudos apresentados neste capitoio,pdssivel a otimizacdo de
microesferas de GG:P duplamente reticuladas, psamas para a veiculacdo do RES para o
colon, uma vez que a encapsulagcédo deste farmadericon controle das taxas de liberagéo,
com reduzido percentual de liberacdo em meio aeiéoy) da protecdo necessaria para atingir o
colon, evitando a liberacdo prematura no estbmagtestino delgado, e uma maior interacao

com as células colbnicas.
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Resumo

As particulas nanométricas tém sido amplamenteladas para diversas aplicacdes na
area médica, devido as propriedades fisicas, gagrécbiolégicas que as tornam altamente
favoraveis para determinadas aplicagGes. Na aresmé@utica, sdo consideradas promissoras
para o controle da liberacdo e/ou vetorizacdo dadéos para sitios especificos. No presente
trabalho, nanoparticulas poliméricas (NPP) de GtGrém obtidas por geleificacdo ionotropica
associada ou ndo a nebulizacdo, utilizando comioutatte o AICE. Os sistemas foram
caracterizados segundo suas propriedades fisiookpsd (PZ, tamanho e PDI, morfologia por
MEV, EE%) e seu desempenho como sistema de libe(iba@racddn vitro em pH 1,2 e 6,8).

A citotoxicidadein vitro foi avaliada sobre células Caco-2 e HT29-MTX eeareabilidade foi
realizada utilizando os modelos de monocultura élellas Caco-2 e co-cultura tripla. A
permeacdo/retencao intestinal do RES também flieaeaatraves do método do saco intestinal
invertido. Foi empregado um planejamento fator@ltigpo composto central para avaliar os
efeitos das concentracdes de polimeros e de AlikIB0 PZ e o tamanho das NPP obtidas por
geleificacdo ionotropica. As NPP apresentaram PZana entre -28,27 e 3,16 mV e este
parametro foi influenciado pela concentragdo dépaios. O tamanho de particula variou entre
59,35 e 657,80 nm e foi influenciado por ambasoasentracdes de polimeros e de reticulante.
O PDI apresentou-se entre 0,68 e 1,00, caractelozes sistemas como polidispersos. As NPP
obtidas pela técnica de geleificacdo ionotropicdeada a nebulizacdo apresentaram PZ entre
-0,77 e 5,87 mV, tamanho de particula entre 178,229 nm e menores valores de PDI (0,190
— 0,973). Elevados valores de EE% foram alcancéind6 e 82,93 %). As analises de MEV
demonstraram a forma esférica das particulas esempca de alguns aglomerados de NPP, as
quais foram capazes de controlar a liberacao doa@w por até 48 h. O modelo de Korsmeyer
— Peppas apresentou melhor correlagédo com os dadieeracao, indicando que a liberagcéo do
farmaco obedeceu ao transporte super caso Il. AB Nfeluziram a citotoxicidade e a
permeabilidade do RES em comparacdo com o farmmae tomportamento favoravel que
deve permitir a atuacdo direta sobre as célulasditin e potencializar seu efeito local. A
permeacao e a retencdo do RES a partir das NP foeaores para os ensaios realizados com
0 saco intestinal com muco preservado, demonstrgong@oa mucoadesividade desempenha
importante papel na melhoria de tais proprieda@esonjunto de dados obtidos demonstra que
as NPP de GG:P obtidas por geleificacdo ionotropm@sentaram propriedades promissoras

para a vetorizacdo do RES para o célon.

Palavras-chave:nanoparticulas poliméricas, citotoxicidade, pefistade.
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Abstract

Particles in the nanometric size range have bedelywstudied for several applications
in the medical field, due to physical, chemical &mnalogical properties that make them highly
favorable to certain applications. In the pharmé#écalfield, they are considered promising for
controlling the release and/or targeting drugs pec#ic sites. In this work, polymeric
nanoparticles (PNP) of GG:P were obtained by i@pitr gelation associated or not to
nebulization, using AlGlas crosslinking agent. The systems were charaeteregarding their
physicochemical properties (ZP, particle size arial, AFnorphology by SEM, EE%) and
regarding the performance as a release systemti(o drug release profile in pH 1.2 and 6.8).
Thein vitro cytotoxicity was evaluated on Caco-2 and HT29-MTells; and the permeability
was performed wusing Caco-2 monoculture and triple-cdture models. The
permeability/intestinal retention of RES were ads@luated using the everted gut sac method.
A central composite design was used to evaluate dffects of polymer and AlGI
concentrations on ZP and size of PNP preparedrmtriopic gelation. PNP presented ZP in the
range between -28.27 and 3.16 mV and this parameis influenced by polymer
concentration. Particles size ranged between 58n85657.80 nm and was influenced by both
polymer and crosslinking concentrations. PDI ranigetiveen 0.68 and 1.00, characterizing the
systems as polydisperse. PNP obtained by nebuwlizationotropic gelation technique showed
ZP between -0.77 and 5.87 mV, particle size betwEdh4 and 422.9 nm and lower PDI
values (0.19 — 0.97). High EE% values were achief@dd16 to 82.93 %). SEM analyses
showed the particles spherical shape and the presdrsome clusters of PNP, which were able
to control the drug release for up to 48 h. Theskwyer — Peppas model presented the best
data correlation, indicating that the drug relealewed a super case Il transport. PNP reduced
RES cytotoxicity and permeability in comparisonftee drug, a favorable behavior that may
allow the direct action on colonic cells and impgothe local effect. The permeability and
retention of RES from the PNP were higher for #msg with the intestinal segments that had
their mucus preserved, demonstrating that mucoadiresss plays an important role in
improving such parameters. The data obtained shbais GG:P nanoparticles prepared by

ionotropic gelation present promising characterssto target RES to the colon.

Keywords: polymericnanoparticles, cytotoxicity, permeability.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas poliméricas (NPP) atraem gran@®cdo nas areas médica e
farmacéutica, devido a promissoras caracteristigas apresentam como possibilidade de
vetorizar o farmaco a um alvo especifico (6rgacdtee mesmo células), promover o controle
da liberacdo de seu conteudo, tamanho reduzido ieeh subcelular, biodegradabilidade e
biocompatibilidade (SOPPIMATIet al., 2001; PINTO REISt al., 2006).

A obtencdo de nanoparticulas a partir de hidrog@isalmente envolve o uso de
solventes organicos que sdo bioincompativeis e duktgias nas quais a distribuicdo do
tamanho de particulas € ampla. Portanto, fica atéda necessidade de novas metodologias
que possibilitem a obtencdo de sistemas nanoestdatsi com eficiéncia e em condi¢des
reacionais amenas, cOmo meios aquosos, que pernatglorar o uso dos polimeros
biocompativeis (EL-SHERBINY e SMYTH, 2011).

Tecnologias como extracdo em fluido supercritetetyospray, homogeneizacéo a alta
pressdo, evaporacdo do solvente, complexacdo giobitica e spray drying tém sido
empregadas na obtencdo de sistemas em escalasétacasn(GUZMAN-VILLANUEVA et
al., 2011). No entanto, a geleificacdo ionotropicao@sa@erada um técnica promissora e
vantajosa para a obtencdo de nanoparticulas, umagueeé relativamente simples, e ocorre em
condicOes reacionais amenas, ndo necessitandohaates organicos toxicogdo-friendly),
além de apresentar possibilidade de producdo eralaesedustrial (YEOet al., 2001;
PREZOTTI, 2013).

A biodisponibilidade sistémica do RES é muito bai$agundo Walle e co-autores
(2004), a maior parte da dose administrada poonabé excretada na urina, sendo as principais
vias metabdlicas a conjugacéo dos grupos fendticos sulfato e 4cido glicurénico, e também
a hidrogenacdo da dupla ligacdo alifatica, estenalproduzida pela microbiota intestinal. A
conjugacédo com sulfato é extremamente rapida mstinb e no figado, e pode ser a principal
razao da baixa biodisponibilidade oral do RES (WAlgt al., 2004).

A administracdo do RES em um sistema poliméricoaadesivo nanoestruturado, que
evite sua liberacdo nas porgbes superiores do T@bmova a sua liberacédo e retencdo no
colon, protegendo-o contra a rapida metabolizagéee contribuir significativamente para a
melhoria do desempenho terapéutico deste farmaco.

No presente trabalho, NPP de GG:P reticuladasaaomeate com AlGlforam obtidas
através da geleificacdo ionotrépica e da técnicambomada de nebulizacdo—geleificacdo
ionotropica. As NPP foram caracterizadas quantméailogia, tamanho de particula e indice

de polidispersao, potencial zeta e eficiéncia dagsulacdo. Avaliou-se perfil de liberacdo do
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RES, a citotoxicidadeén vitro em células Caco-2 e HT29-MTX, a permeabilidadersitro
empregando dois diferentes modelos celulares, al@npermeacao/retencdo intestinal do
farmaco através do método do saco intestinal ithert

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Nanoparticulas poliméricas (NPP)

As particulas nanométricas tém sido amplamenteladas para diversas aplicacdes na
area médica, devido ao reduzido tamanho que apaeser também as propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas que as tornam altamente &&e@s para certas aplicagbes, como por
exemplo, em sistemas de liberacdo de farmacosyemgue podem ser capazes de atravessar
membranas biolégicas (WILCZEWSKAt al., 2012). Lipossomas, carreadores lipidicos
nanoestruturados, nanoparticulas lipidicas solidaadrimeros e nanoparticulas poliméricas
sao alguns exemplos desses nanocarreadores.

Segundo dNational Nanotechnology Initiative sdo consideradas nanoparticulas aquelas
de tamanho entre 1 e 100 nm em pelo menos uma simeapesar do prefixo nano significar
10° e ser utilizado para designar particulas que aptes até a 1000 nm (WILCZEWSK&
al., 2012).

De acordo com a agéncia americana FBAofl and Drug Administration), materiais
em escala nanométrica podem apresentar difereng@asogas propriedades fisicas, quimicas ou
biolégicas quando comparados com materiais de mesmposi¢cado quimica, porém em maior
escala (micro ou macroscopica). Essas diferencdenpancluir alterac6es nas propriedades
magneéticas, mudancas nas atividades elétricas tiea®paumento da integridade estrutural,
atividades bioldgicas ou quimicas modificadas, menbutras caracteristicas Unicas de
nanomateriais (FDA, 2014).

As nanoparticulas poliméricas (NPP) podem ser itafdds por polimeros naturais,
como, por exemplo, pectina, goma gelana, quitosalgimato (MARTINEZet al., 2011); ou
sintéticos, isolados ou associados de diversas iman@-ONTEet al., 2015). O material
polimérico que far4 parte da sua composicdo devebmeEompativel e, de preferéncia,
biodegradavel (AMMARet al., 2012).

As NPP podem ser obtidas através de diferentesdamietpas, convencionalmente
divididas entre técnicas de polimerizacdo de momésneou técnicas de dispersdo de
macromoléculas ou polimeros pré-formados (SOPPIMATH., 2001; PINTO REI&t al.,
2006).
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Dependendo da técnica empregada, as nanopartichimas apresentardo estrutura
matricial ou do tipo sistema reservatorio, sende gudarmaco podera se encontrar dissolvido,
disperso, encapsulado ou ligado a diferentes regidesstrutura (SOPPIMAT# al., 2001).

As nanoesferas sao sistemas matriciais ou moradjtitos quais o farmaco encontra-se
dissolvido ou disperso através da matriz polimérddaas nanocapsulas sédo sistemas do tipo
reservatorio, nos quais o farmaco encontra-se sntajo® em um nucleo circundado por uma
membrana polimérica.

Guzman-Villanueva e co-autores (2011) demonstrararbtencdo de nanoparticulas de
hidrogéis (alginato de sédio e quitosana) a paférnebulizacdo seguida de geleificacédo
ionotrépica e complexacdo polieletrolitica, sende @s particulas formadas apresentaram
forma esférica bem definida e tamanho de partidelleerca de 840 nm.

El-Sherbiny e Smyth (2011) também empregaram o donébmseado na nebulizacdo—
geleificacdo e nebulizacdo—complexacdo polielgiralie desenvolveram nanoparticulas de
hidrogel de alginato reticuladas ionicamente coametb de calcio ou duplamente reticuladas
com cloreto de célcio e quitosana-polietilenogliodé nanoparticulas esféricas apresentaram
tamanhos de aproximadamente 811 e 941 nm.

Nosso grupo de pesquisa tem estudado e desenvalodos sistemas poliméricos
nanoestruturados para a liberacédo de farmacos, oomaalternativa tecnolégica para melhorar
as propriedades biofarmacéuticas de algumas makicablucionar problemas como baixa
biodisponibilidade oral ou mesmo viabilizar a adstiracdo por vias alternativas e mais
vantajosas. Recentemente, nanoparticulas mucoadesibtidas a partir da complexacao
polieletrolitica de quitosana e ftalato de hiprovsel foram capazes de aumentar a
biodisponibilidade oral da zidovudina, um antirgiral utilizado para o tratamento da AIDS
(PEDREIRO, 2015).

Neste contexto, o presente trabalho explorou ondebegmento de NPP de GG:P como

potencial estratégia para a veiculagdo do RESgeéon.

3 OBJETIVO

Desenvolver e caracterizar NPP mucoadesivas denasstle GG e P para a liberagéao
colon-especifica do RES, através da geleificac@otiopica associada ou ndo a nebulizacéo

empregando AlGlcomo agente reticulante.
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4 METODOLOGIAS

4.1 Obtencéao de nanoparticulas de GG:P
4.1.1 Geleificacéo ionotropica

As NPP foram primeiramente obtidas por geleificaigimtropica, através da mistura
direta de dispersbes de GG:P sobre a solucgao legtieu Utilizou-se AIG como agente
reticulante e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC-ER)mo agente estabilizante.

Uma solucédo estoque de GG:P (1:1) na concentragab mhg/mL contendo HPMC
(0,5% m/V) foi preparada sob aquecimento (80°Cjita@do magnética (30 min). As diluicdes
foram realizadas (0,2 — 1,0 mg/mL) mantendo-sereatracao final de HPMC no meio em
0,5% (m/V). Da mesma maneira, preparou-se uma Jolestoque de Algl(1 mg/mL)
contendo HPMC (0,5% m/V) e as dilui¢des (0,2 —rhgdmL) foram realizadas mantendo-se a
concentracéo final de HPMC em 0,5% (m/V).

As dispersdes poliméricas foram adicionadas asc8etude agente reticulante sob
agitacdo magnética (100 rpm) e a reacdo de ret@oltoi mantida por 10 min adicionais sob
agitacdo em temperatura ambiente (Figura 1). As;6ek de NPP obtidas apresentaram pH 5,0
e foram utilizadas para avaliar o potencial zeta amanho de particula em equipamento

Zetasizer Nano-Z%(Malvern).

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de obtéaddBP de GG:P através do
método da geleificacdo ionotrdpica por misturatdickos polimeros ao reticulante.

Goma gelana:pectina / \

(1:1; 0,2 - 1,0 mg/mL)

+
HPMC (0.5%, m/V) A1C13
(0,2 - 1,0 mg/mL)

+
h HPMC (0.5%, m/V)

Agitacdo magnética - 10 min

4.1.1.1 Planejamento dos experimentos

Para a obtencdo das NPP por geleificagdo ionoappic realizado um planejamento
fatorial do tipo composto central com duas varigwedependentes, sendo elas a concentracao
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polimérica da mistura GG:P e a concentragdo dezAl@h total de 10 ensaios foi realizado de
modo aleatério, que incluiu 4 pontos do cubo, 4tg®mxiais e 1 ponto central em duplicata
(Figura 2). As variaveis dependentes estudadamfp@encial zeta e tamanho de particula. O

planejamento foi delineado e analisado utilizandoftware Statistica 7 (StatSoft Inc.)

Figura 2: Representacdo esquematica do planejamento fatbpal composto central
empregado na obtencao das NPP.
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As composicdes das amostras preparadas (ensa@sapsesentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo das NPP e valores dos niveis das e&iselecionadas para o
planejamento fatorial do tipo composto central.

NPP Concentraciio polimérica (mg/mL) AICl 3 (mg/mL)
1 0.4 (-1) 0,4 (-1)
2 0,4 (-1) 0,8 (+1)
3 0,8 (+1) 0,4 (-1)
4 0,8 (+1) 0,8 (+1)
5 0,2 (-V2) 0,6 (0)
6 1,0 (+V2) 0,6 (0)
7 0,6 (0) 0,2 (-V2)
8 0,6 (0) 1,0 (+V2)
9 0,6 (0) 0,6 (0)
10 0,6 (0) 0,6 (0)

4.1.2 Nebulizac&o seguida de geleificacédo ionotropica

Posteriormente, NPP foram obtidas pelo método Halizacdo seguida de geleificacao
ionotropica em solucéo de AKCIDispersbes aquosas de misturas de GG:P (1:1)ea2%
(m/V) foram preparadas a 80°C, sob agitacdo magméiirante 20 minutos, para a completa
dispersdo dos polimeros. Em seguida, adicionouR&9 (0,25 ou 0,5% m/V) também sob
agitacdo magnética até completa disperséo (15aniaprigo da luz.

Para a nebulizacao, utilizou-se o sistema nebuiz@dnca de pulverizacdo com bocal

de fluido duplo) de um leito fluidizado (Minilab XPiosna) a uma pressao de 7 Psi e abertura
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do bocal de 0,8 mm. As dispersdes poliméricas (B foram nebulizadas sobre 200 mL de
solucdo previamente resfriada (4°C) de AIGD,5 ou 3% m/V) contendo ou nhao
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC-E3) a 0,2% (m/Vdroo estabilizante. As NPP formadas
permaneceram sob agitacdo magnética por 20 miadio®nais, ao abrigo da luz e banho de
gelo. Em seguida, as suspensdes foram centrifuga8&90 rpm durante 2 min e o precipitado
foi congelado a -80 °C durante 24 h e liofilizadwo 8 h (Figura 3).

Figura 3. Representacdo esquematica do processo de obtéadd®P de GG:P através do
método de nebulizagdo — geleificacao ionotropica.

Entrada de ar

Nebulizacéo

3

Geleificacdo nanoparticulas

ionotrépica

Centrifugacéo
Liofilizacao

Dispers&o polimérica a a - V
+
Farmaco

Agitacdo magnética

As composicdes das amostras preparadas estaordpdasena Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo das NPP de GG:P obtidas atraves daizsf@io — geleificacéo
ionotrépica.

NPP Progﬂ;‘?ao F’O'('g/j)efos AICI; (%) HPMC (%) RES (%)

NG11_AI0,5S_res0,25 11 2,00 0,50 0,20 0,25
NG11 Al0,5S res0,5 11 2,00 0,50 0,20 0,50
NG11_AI3S res0 1:1 2,00 3,00 0,20 0,00
NG11 Al3 res0,5 1:1 2,00 3,00 0,00 0,50
NG41_Al0,5_res0,5 4:1 2,00 0,50 0,00 0,50
NG41 Al0,5S_res0,25 4:1 2,00 0,50 0,20 0,25
NG41_Al0,5S_res0,5 4:1 2,00 0,50 0,20 0,50
NG41_Al3 res0,5 4:1 2,00 3,00 0,00 0,50

4.2 Determinacao do potencial zeta (PZ2)

O PZ foi determinado através da mobilidade eletéifca em equipamento Zetasizer
Nano z$ (Malvern Instruments).
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4.3 Determinacao do tamanho de particula e indice de pdispersao (PDI)

O tamanho de particula e o PDI foram determinaétstgcnica de espalhamento de luz
dinamico (DLS -Dynamic Light Scattering) utilizando equipamento Zetasizer Nano®ZS
(Malvern Instruments). Imediatamente apos a obtent® mL das suspensdes de NPP foi
colocado em tubos Eppendd€ centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos ebvesmdante
foi utilizado para a determinacdo do diametro hddr@mico das NPP. As leituras foram

realizadas em triplicata.

4.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As NPP obtidas pelo método de nebulizacdo-geledicaforam caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura em microscéfgtronico de varredura de alta resolucéo
modelo JEOL JSM-7500F.

As NPP suspensas em meio aquoso foram colocadasipoges de amostra metalicos
e secas em dessecador contendo silica, sob vamuompperiodo de 7 dias, ao abrigo da luz.
Apoés serem secas, foram recobertas com ouro dugntgegundos e fotomicrografias em

diferentes aumentos foram obtidas.

4.5 Eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

A EE% do RES nas NPP foi determinada indiretameaiteyés da quantificacdo de
farmaco livre no sobrenadante. As suspensdes amtas NPP foram centrifugadas a
50.000 rpm durante 30 min em ultracentrifuga @hitd e a quantidade de RES livre no
sobrenadante foi determinada por espectrofotometaiaregido do UV em 306 nm. A
quantidade de farmaco encapsulado nas nanopasti@ildeterminada pela diferenca entre a
massa total de farmaco adicionada as formulac@esassa de farmaco livre no sobrenadante.
A EE% foi calculada como a razdo entre a quantidad®psulada em relacdo a quantidade

total adicionada, segundo a Equagéo 1:

(Meotar — Myivre)
EE% = 0 :ntotal ore x 100 Equagé_o 1

em quemyga € a massa (mg) de farmaco adicionada para a élotelas nanoparticulasrgy. €
a massa (mg) de RES quantificada no sobrenadadfeRBIA et al., 2012).
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4.6 Determinagéo do perfil de liberagéan vitrodo RES em pH 1,2 e 6,8

O teste de dissolucao para determinar o perfillgdcaoin vitro do RES a partir das
NPP (formulacdo NG41_AI3 res0,5) foi realizado emias com diferentes valores de pH (1,2
e 6,8), simulando a variacdo que ocorre ao longdGlo Esta amostra foi selecionada devido a
maior semelhancga entre sua composicao e a da isfieraéM10, que foi capaz de controlar a
liberacdo por periodo mais prolongado (item 5.Gahitulo IlI).

Inicialmente o ensaio foi realizado em meio acid€l(0,1N, pH 1,2 contendo LSS 1%)
por 2 horas. Em seguida, foi conduzida a etapandai@ em tampdao pH 6,8, através da adicao
de NaPO, 0,2M, conforme preconizado pela Farmacopeia Aramsdc para formas
farmacéuticas de liberacao retardada (USP, 201Engaio foi realizado com massa de NPP
correspondente a 5 mg de farmaco, utilizando caapa@ (pas) de dimenséao reduzida (volume
da cuba de 150 mL), sob velocidade de agitacdddgrd e temperatura de 37 + 0,4 °C. As
nanoparticulas foram colocadas em um saco dealddisnembrana de acetato de celulose com
poros de 14 kDa. As extremidades foram fechadasficode sutura e os sacos foram presos as
pas (Figura 4). Aliquotas foram coletadas em irles/de tempo pré-estabelecidos, sendo feita
a reposicdo imediata do mesmo volume de meio a mésmperatura. A quantificacdo do
farmaco liberado foi realizada por CLAE, segundaadelogia validada (Capitulo V). Os

ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 4: Aparato com o saco de didlise contendo as NPP etidas ao ensaio de dissolucéo
em cuba de volume reduzido.
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4.7 Andlise dos mecanismos de liberacéo do farmaco

O mecanismo que rege a liberacdo do farmaco a pladi nanoparticulas foi avaliado
através da aplicacdo de modelos matematicos aoses ddd dissolu¢cdo. Os modelos
matematicos empregados foram ordem zero, primetlang Korsmeyer—Peppas, Higuchi,
Hixson—Crowell, Baker—Lonsdale e Weibull. Para aliae, utilizou-se o software Sigma Plot
10.0 e avaliou-se o0 modelo que melhor se corralacams dados através dos maiores valores
apresentados para o coeficiente de determinaggo (

4.8 Avaliacdoin vitro da citotoxicidade em células Caco-2 e HT29-MTX: T&e de
viabilidade celular através do ensaio do MTT

As células Caco-2 e HT29-MTX foram cultivadas confe descrito no item 4.2.2.1 do
Capitulo | e a viabilidade celular foi avaliadaaatrs do teste do MTT, conforme descrito no
item 4.2.2.2 do referido capitulo.

Para avaliar a citotoxicidade das NPP (NG41_Al3),egsforam utilizadas placas de 96
pocos, com area de 0,32 ¥poco. Preparou-se uma suspensdo aquosa de némdpara
1 mg/mL e as concentragfes testadas foram de 50308, 400 e 500 pg/mL, preparadas em
HBSS. Adicionou-se em cada po¢o 200 puL das suspens@ntendo as nanoparticulas. Os
ensaios foram realizados em quadruplicata.

O farmaco livre também foi avaliado em placas de p®§os, em concentracdes
correspondentes a quantidade de farmaco encapsoésioanoparticulas (10, 30, 60, 80 e
100 pg/mL). Para isso, foi preparada uma solucémges de RES a 100 ug/mL em HBSS
contendo 0,5% (v/v) de DMSO, de modo que a conaeatr final do solvente organico nas
células nado ultrapassasse 0,5%. O farmaco foildidscem DMSO e HBSS foi adicionado sob
agitacdo magnética, sendo imediatamente realizasladiluicbes. As células também foram
incubadas com HBSS contendo 0,5% (v/v) de DMSOmade avaliar a citotoxicidade do
solvente organico. Os ensaios foram realizadoswedrgplicata.

4.9 Avaliacdo da permeabilidadein vitro em monocultura de células Caco-2 e em
co-cultura tripla de células

Os testes de permeabilidade vitro foram realizados em dois diferentes modelos
celulares: 1) monocultura de células Caco-2 e 2yuttmira tripla de células, composta de
células Caco-2, HT29-MTX e Raji-B linfécitos.

O ensaio foi realizado conforme metodologia apresknno item 4.9 do Capitulo 111

248



Capitulo IV

O meio do compartimento apical foi removido imealaénte antes de iniciar o ensaio
de permeacédo e 1,5 mL de suspensao de NPP (NG4Xesl35) em HBSS, equivalente a 50
ng/mL de RES, foram adicionados ao compartimentoahpOs ensaios foram realizados em
triplicata e o farmaco permeado foi quantificadgesgando CLAE, conforme descrito no item
4.9.1 do Capitulo III.

4.10 Permeabilidade aparente (&)

A permeabilidade aparentegPdo farmaco a partir das nanoparticulas também foi

determinada conforme calculo apresentado no itéthdb Capitulo IlI.

4.11 Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER)

A integridade das monocamadas celulares foi awaliadtes, durante e apds os
experimentos de permeabilidade através da medid&&®R utilizando um voltimetro epitelial
EVOM?® (World Precision Instruments), conforme descrito no item 4.11 do Capitulo IIl.

4.12 Avaliacéoex vivo da permeabilidade e da retencéo intestinal do RESelo
método do saco intestinal invertido

O meétodo do saco intestinal invertido foi utilizagara avaliar a permeabilidade e a
retencdo do RES no epitélio intestinal a partindaoparticulas, como descrito no item 4.12 do
Capitulo Ill.

Para a avaliacdo, uma massa de NPP (NG41_AI3 ye=fybsalente a 10 mg de RES
foi adicionada ao meio de incubacdo. Foram reabigaghsaios com saco intestinal invertido
com muco preservado e sem muco, apos tratamentcagente mucolitico (N-acetilcisteina)
conforme procedimento previamente descrito (itet2,4Capitulo 1ll). Os ensaios foram
realizados com seis replicatas cada, apés aprowdggwotocolo pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmae8uticUNESP/Araraquara, parecer n°
87/2015.

4.13 Anélise estatistica dos resultados

Os dados foram tratados estatisticamente pelasanddi variancia (ANOVA), seguida

por comparac6es multiplas pelo método de Tukeytaese nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéo das nanoparticulas por geleificacdo ionaipica

Anteriormente ao planejamento fatorial do tipo costp central, diversas formulacdes
foram testadas para obtencdo de NPP através darantteta dos polimeros sobre a solucdo
reticulante.

Foram variadas as concentragcdes poliméricas (Q@,0 gm/mL) e as concentracdes de
AICI3 (0,1 a 1,0 mg/mL), variando-se também o pH do nf®i@ a 7,0) e diferentes proporcdes
polimero:reticulante (1:1 a 9:1) foram testadafiimade encontrar a regido de formacdo das
NPP. Entretanto, a geleificacdo ionotropica ndarecda mesma maneira que a complexacao
polieletrolitica, e encontrar a regido de formadéaparticulas esféricas com carga superficial
gue garanta a estabilidade das mesmas em suspensaogrande desafio.

A partir dos resultados dos testes preliminareddslando apresentados), optou-se por
realizar um planejamento fatorial do tipo compostotral a fim de avaliar a influéncia das
concentracfes de polimero e reticulante, bem camuaporcdo entre ambos nas propriedades
de tamanho de particula e potencial zeta, e, assiogntrar as melhores condi¢cbes para a
obtencdo de NPP estaveis e de tamanhos homogéoewms,um nuamero reduzido de
experimentos.

HPMC-E3 foi adicionado ao meio como estabilizarde NPP, apds verificar que sua
presenca permitia a melhor avaliacdo do tamanhpadécula pela técnica de DLS, uma vez
gue as NPP de GG:P apresentavam problemas de agt@me precipitacdo na cubeta durante

a anéalise de tamanho.

5.1.1 Determinacao do potencial zeta (PZ2)

A propriedade elétrica das NPP é dependente damga&sle cargas na sua superficie
(SARAF, 2010). Para nanoparticulas estabilizadas@mas, valores, em modulo, maiores que
30 mV indicam maior estabilidade fisica, devidepulsdo entre as particulas, o que previne a
formacdo de aglomerados, sendo que os polielesoténdem a aumentar o valor do PZ
(PEDREIRO, 2015).

Os resultados de PZ (mV), tamanho de particulan(den PDI para as 10 formulacdes
preparadas empregando o planejamento fatorial egti@sentados na Tabela 3. O PZ variou
entre -28,27 e 3,16 mV, o tamanho de particuleees8r35 e 657,80 nm e o PDI entre 0,679 e
1,000.
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Tabela 3. Valores de potencial zeta, tamanho de particulaDé das NPP obtidas no
planejamento fatorial do tipo composto central (l@&dDP, n=3).

Tamanho de

NPP PZ(mV) particula (d.nm) PDI
1 1,763 £ 0,272 249,00 + 44,03 0,679 +0,136
2 2,233 £0,254 59,35 + 8,50 0,920 + 0,139
3 -25,000 £ 1,873 657,80 + 295,20 0,795 + 0,159
4 -17,267 £ 0,635 91,99 + 16,33 1,000 £ 0,000
5 2,423 + 0,006 299,10 + 66,50 0,843 + 0,271
6 -21,600 + 2,030 405,80 + 67,03 0,831 + 0,016
7 -28,267 + 0,351 387,70 +179,10 0,762 + 0,206
8 3,160+ 0,114 * *
9 -20,100 £ 1,825 603,50 +£ 118,10 1,000 + 0,000
10 -20,967 £ 0,252 592,60 + 130,80 0,937 £ 0,109

* ndo foi possivel determinar os valores pela #teimpregada.

Foi possivel observar que as NPP que apresentdeaata carga de superficie negativa
(>20 mV) foram mais estaveis no meio contendo OedHPMC. Entretanto, ndo foi possivel
evitar a agregacao das particulas que apresentanaya superficial aproximadamente neutra,
entre 1,7 e 3,2 mV.

A analise de variancia (Tabela 4) mostrou que @itosf lineares dos fatores (1)
concentracdo de polimeros e (2) concentracdo dé; AdEam estatisticamente significativos
sobre 0 PZ das NPP (p<0,1).

Tabela 4: Dados da analise de variancia (ANOVA) para osafezstimados no planejamento
fatorial tipo composto central para a resposta PZ.

Efeitos Sort]a_l _Grau de Méd,ia_l Teste _ va§l d_e
quadratica liberdade quadratica f significancia (p)
(1)Polimeros .
(mg/mL)(L) * 804,74 1 804,74 17,13 0,014
Polimeros (mg/mL)(Q) 156,35 1 156,36 3,33 0,142
(2) AICI3 (mg/mL)(L) * 346,47 1 346,47 7,37 0,053*
AICl3 (mg/mL)(Q) 87,13 1 87,13 1,85 0,245
1L x 2L 13,19 1 13,19 0,28 0,624
Erros 187,96 4 46,99
Total 1528,07 9

*efeito estatisticamente significativo (p<0,1)

A Figura 5 apresenta o grafico de Pareto com aweslabsolutos dos efeitos lineares
(L) e quadraticos (Q) dos fatores concentracaodlienpros e concentracdo de AJGlobre o
PZ das NPP.
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Figura 5: Grafico de Pareto para os efeitos dos fatoresaaled sobre a resposta PZ das NPP.

.

2.71541

A linha tracejada no grafico corresponde ao vatopd0,1 e, como é possivel verificar,
os efeitos lineares das concentra¢des de polireetesAlCl foram significativos sobre o

A concentracdo de polimeros apresentou efeito mwegé#,13), eviden
maior quantidade de GG e P confere ma argatimagas NPP. Tal comportamento esta
evidenciado nos graficos de superficie de respostantorno (Figura 6), n
observar a area verde escuro, que correspondeoca caagja negativ
das maiores concentracdes poliméricas. J4 a coacéatde AlG apresentou efeito positivo

(2,72), evidenciando que a maior quantidade detageiculante reduz
negativa das NPP.
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Figura 6: Graficos de superficie de resposta (A) e de caootqB) para os efeitos da
concentracdo de polimeros e da concentracdo dg #d6te o PZ das NPP.
A) B)

Resposta: Potencial zeta (mV) Resposta: Potencial zeta (mV)
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[ 20 mV
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Lol DR

M 40mv
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I 20 mv
CJ1omv
E omv
-10mv
02 04 06 08 1,0 B 20mv

Polimeros (mg/mL})

A GG e a P sao polianions que apresentam cargdiveege pH mantido durante a
preparacao das NPP (pH 5,0) (item 5.2.1, Capijulpdrtanto, quanto mais polimeros, maior
densidade de cargas negativas a particula apresenta

Também é possivel observar nesses graficos (Figumgue a area de maior carga
negativa aparece deslocada para as maiores cagEedgr de polimeros e menores
concentracdes de reticulante, uma vez que o ratitejl sendo catidnico (X), interage com os
anions carboxilatos (COPda GG e da P, reduzindo a carga negativa das NPP.

5.1.2 Determinacao do tamanho de particula e indice de pdispersao (PDI)

Uma importante caracteristica das NPP é o seu tammama vez que dele depende a
possibilidade de penetrarem através das barresaddficas como o muco e membranas
celulares (KUMARIet al., 2010). NPP menores que 200 nm podem ser adnaméstrpor via
endovenosa sem o0 risco de provocar embolia (HICK&Yal., 2015). Para as NPP
administradas por via oral, diametros menores q0@01nm sao preferiveis para melhorar a
absorcdo, e, dependendo do tamanho e de outrastecisticas, poderdo atravessar 0S
enterdcitos pela via transcelular, serem fagoctadarem internalizadas por células M das
placas de Peyer ou seguirem a via paracelular (SAIRMD et al., 2007).

A técnica de espalhamento de luz dinamico, do gigi@amic Light Scattering (DLS),
empregada para medir o tamanho das NPP é baseawaviraento browniano das particulas,
movimento em direcdes aleatdrias resultante daamlentre as particulas (SARAF, 2010). O
tamanho medido por esta técnica corresponde acettidqmle uma esfera que difunde a mesma
velocidade que a particula que esta sendo analisada
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Para amostras polidispersas, com PDI > 0,3, natege utilizar o valor d& average
(d.nm), que € a média do didmetro hidrodindmicerd@hado para a amostra, pois, nestes
casos, a distribuicdo de tamanho é bastante hétexage, muitas vezes ndo séo distribuicbes
unimodais. Portanto, como as amostras apresentaraanho heterogéneo, evidenciado pelos
elevados valores de PDI, entre 0,679 e 1,000 (@aBglos dados de tamanho de particula
apresentados referem-se ao tamanho médio apreseptdd maioria das NPP, ou seja,
referente ao pico de maior area no grafico de sitiaale gerado pelmftware do equipamento
(Zetasi ze software) (Tabela 3).

A analise de variancia (Tabela 5) mostrou que e#osf lineares e quadraticos dos
fatores (1) concentracdo de polimeros (mg/mL) eA®)l; (mg/mL) foram estatisticamente
significativos sobre o tamanho das NPP (p<0,05).

Tabela 5: Dados da analise de variancia (ANOVA) para osafegstimados no planejamento
fatorial tipo composto central para a resposta tdnoale particula.

Efeitos Soma Grau de Média Teste Nivel de
quadratica liberdade quadratica f significancia (p)

(1)Polimeros 64437,65 1 64437,65 16,58 0,027*

(mg/mL)(L) *

Polimeros 60895,33 1 60895,33 15,67 0,029*

(mg/mL)(Q)*

(2) AICI3 (mg/mL)(L)* 42142,53 1 42142,53 10,85 0,046*

AICl3 (mg/mL)(Q)* 161595,41 1 161595,41 41,59 0,008*

1L x 2L 35374,09 1 35374,09 9,10 0,057

Erros 11657,25 3 3885,75

Total 381926,06 8

*efeito estatisticamente significativo (p<0,05)

A Figura 7 apresenta o grafico de Pareto com aweslabsolutos dos efeitos lineares
(L) e quadréticos (Q) dos fatores concentracdoalienpros e concentracao de AlC$obre o
tamanho das NPP.

Como é possivel observar, os efeitos que ultrapassa linha tracejada (p=0,05) e séo,
portanto, significativos foram os efeitos quad@gi®e lineares dos dois fatores estudados. O
efeito linear da concentracdo de polimeros foi tpasi(4,07), evidenciando que a maior
concentracdo de polimeros confere maior tamanhidP&s O efeito linear da concentracdo de
AIClI ; foi negativo (-3,29), demonstrando que a maiacuktcdo origina particulas de menores
tamanhos.
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Figura 7. Grafico de Pareto para os efeitos dos fatoresaals sobre a resposta tamanho de
particula.

Resposta: Tamanho de particula (d.nm})
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-301721
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o
p=0,05

Valor absoluto do efeito

Tal comportamento esta evidenciado nos graficosugerficie de resposta e contorno
(Figura 8), nos quais € possivel observar os mataraanhos (area vermelho escuro), na regiao

das maiores concentracdes de polimeros e menaresntoacdes de reticulante.

Figura 8: Gréficos de superficie de resposta (A) e de cantqB) para os efeitos da

concentracdo de polimeros e da concentracag 8¢Ble o tamanho de particula.
A) B)
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Os maiores tamanhos de particula (Figura 8) estiweatrados na regido que
apresentou maior carga negativa, evidenciada psto®res valores de PZ (Figura 6).
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A maior concentragdo de polimeros deve originatipdas maiores devido a maior
guantidade de material que da origem as NPP.

Ja a maior reticulacdo das cadeias, devido a naiocentracdo de Algino meio,
origina uma rede mais compacta e fechada, e, postde tamanhos menores. Ainda, em
menores concentracdes de reticulante, o maior rideeénions carboxilatos que permanecem
ionizados nas cadeias dos polimeros deve aumengmubsao eletrostatica e levar a expansao

da matriz, originando particulas de maiores tamanho

5.2 Obtencédo das NPP por nebulizacdo seguida de gele#téo ionotropica

Os nebulizadores permitem a conversdo de liquidos aerossois (GUZMAN-
VILLANUEVA et al., 2011), originando pequenas goticulas de tamasitarmicrométricos.

Dessa maneira, 0 sistema nebulizador de um leitdiZado ligado a uma fonte de ar
comprimido foi utilizado para nebulizar dispersGasliméricas contendo farmaco sobre a
solucéo reticulante de Alglcontendo ou ndo HPMC-E3. Os reduzidos tamanhagptieulas
alcancados devido a nebulizacao favoreceram a ¢imatas NPP.

O bico nebulizador pode ser visualizado na Figura 9

Figura 9: Bico nebulizador utilizado na obtencdo das NPR peétodo de nebulizacdo —
geleificagcdo ionotropica.

O sistema coloidal formado pela disperséo das NPBotugdo reticulante (Figura 10)
foi centrifugado e a fase contendo as nanoparddolasubmetida a liofilizacéao

A adicao do estabilizante HPMC-E3 na solucao ritite reduziu a aglomeragao das
NPP para a andlise de tamanho pela técnica dehaspatto de luz dinamico.
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Figura 10: sistema coloidal contendo as NPP imediataments approcesso de obtencéo
através da técnica de nebulizagao — geleificag&mtiidpica.

5.2.1 Determinacao do potencial zeta (P2)

Os resultados de PZ (mV), tamanho de particulaniden PDI das NPP obtidas pela

técnica de nebulizacdo—geleificacdo ionotropicaceapresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados de tamanho de particula (d.nm), irdbgeolidisperséao (PDI) e PZ (mV)
das NPP obtidas pela técnica de nebulizacdo—geleifo (média + DP).

NPP PZ (mV) Tamanho de particula (d.nm) PDI
NG11_AI0,5S res0,25 0,89+1,17 176,4+7,4 0,261 + 0,012
NG11_AI0,5S res0,5 -0,77 0,18 2139+19 0,190069

NG11_AI3S_resO * 339,0+ 35,3 0,677 £ 0,140
NG11_AI3 res0,5 5,72 £0,49 4229 £ 160,0 0,767140
NG41_AlO, 5 res0,5 * * *
NG41_Al0,5S _res0,25 0,40 +0,09 1895+14 0,215 + 0,002
NG41_Al0,5S_res0,5 * 251,0+111,9 0,456 + 0,171
NG41_AI3_res0,5 5,87 £ 0,99 337,1+96,4 0,973050,

* ndo foi possivel determinar os valores pela @&cempregada

As NPP NG11_AI3 res0,5 e NG41_AI3 res0,5 apresamid?Z positivo de 5,72 e 5,87
mV, respectivamente, sem diferenca significatiiaeeales (p>0,05).

As amostras NG11_AIl0,5S res0,5 e NG41 Al0,5S résépPesentaram valores de PZ
-0,77 e 0,40 mV, respectivamente, com diferencaifgigtiva entre eles (p<0,05). Ambos
foram reticulados em mesma concentracdo des;Al5%), entretanto, a NPP de proporgao
G:P 1:1 apresentou carga superficial negativa, amquque a de proporgdo 4:1 apresentou
carga positiva, o que deve estar relacionado adbesde cargas das dispersdes poliméricas.
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Para uma mesma concentracdo polimérica, as digsed® P apresentaram maior
densidade de carga negativa que as de GG (iteth &&pitulo 1), e a maior quantidade de P na
proporcéao 1:1, quando comparada a 4:1, deve tderdm maior carga negativa a dispersao,
que, apoés a geleificagdo, ainda apresentou poteetaanegativo.

A baixa densidade de carga de superficie apresepilds NPP deve ter contribuido
para a precipitacdo quando em suspensao aguosa.

A associacdo da nebulizacdo a geleificacédo ionmtgmermitiu a eficiente obtencéo de
NPP em escala laboratorial, com potencial paraygé@a em escalas maiores e com maior
controle das caracteristicas do sistema.

5.2.2 Determinacdo do tamanho de particula e indice de pdispersao (PDI)
por espalhamento de luz dinamico

Geralmente, a medida do tamanho e da polidispelsida nanoparticulas € realizada
pela combinagdo de dois ou mais métodos, dentsemsieroscopia eletronica de varredura,
microscopia de forgca atdmica, espectroscopia delegéo de fluorescéncia, ultracentrifugacéo
analitica e espalhamento de luz dindmico (HICK&Ml., 2015), sendo que a introducéo de
uma técnica por imagem auxilia e confirma os dadhislos por outras técnicas.

O indice de polidispersao (PDI) é uma medida daiandp da distribuicdo de tamanho
de particula, variando de 0 a 1, sendo que valnm®res que 0,1 correspondem a particulas
monodispersas. O PDI é calculado como o quadradazde entre o desvio padrdo (DP) e o
diametro médioRDI = (DP/didmetro médio)?).

As nanoparticulas apresentaram valores de PDIdagsyantre 0,190 e 0,973 (Tabela 6).
Considerando a ampla dispersédo de tamanho deytastipara as amostras que apresentaram
PDI>0,3 os valores do raio hidrodinamico (d.nm)k@la 6) referem-se a faixa de tamanho que
continha a maior porcentagem de particulas.

A amostra NG11_AI3S_res0 apresentou 67,2% daspkasi com tamanho de 339,0 £
35,3 nm. Para a amostra NG11_AI3 res0,5, 87,2%pdeasculas apresentaram tamanho de
422,9 + 160,0 nm. A grande maioria (93,8%) das partcculas NG41 AIO0,5S res0,5
apresentaram tamanho de 251,0 £ 111,9 nm e 75,080 pdaticulas da formulagéo
NG41 AI3 res0,5 mediam 337,1 + 96,4 nm.

Para as amostras NG11_AIO,5S_res0,25, NG11_Al0gs8,5 e NG41_AI0,5S _res0,25
cujos valores de PDI indicaram amostras de tamahbasogéneos (0,261, 0,190 e 0,215,
respectivamente), os tamanhos apresentados reteremZ average (d.nm), que foram 176,7,
213,9 e 189,5 d.nm, respectivamente. Estas amagrasentaram distribuicdes de tamanho
unimodais, como mostra o grafico da Figura 11.
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Figura 11: Grafico de distribuicdo de tamanho por intensidddeespalhamento de luz da
amostra NG11_AI0,5S res0,5.
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As amostras NG11_AI3 res0,5 e NG41_AI3 res0,5 aptamm composicoes
semelhantes as das formulacdes das microesferas M®0 (item 4.1, Capitulo Ill), com a
diferenca que ndo sofreram reticulacdo covalent® MNouve diferenca estatisticamente
significativa entre o tamanho de ambas (p>0,0%)icando que a propor¢do polimérica ndo
influenciou no tamanho das NPP, que deve ser migenciado pelo tamanho das goticulas
originadas pelo nebulizador.

O efeito da concentracdo de farmaco sobre o tamatdso NPP foi avaliado
comparando-se a amostra NG11 AIO0,5S res0,25 conGa1NAIO,5S res0,5 e a amostra
NG41 AI0,5S res0,25 com a NG41 AIO0,5S res0,5, gferetn entre si apenas quanto a
concentracdo de RES (0,25 ou 0,50%, m/V) (Figura A2maior concentragcdo de RES
originou particulas de tamanhos maiores (p<0,08yjdd a maior quantidade de farmaco
aprisionado no interior da rede, que leva a exmadsédmalha e, consequentemente, origina

particulas de maiores diametros.
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Figura 12: Tamanho de particula em funcéo da concentracérmiaco.
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NPP da proporcdo G:P 4:1 reticuladas em AKI0,5% e contendo farmaco (0,5%)
foram preparadas com e sem adicao de estabilieBC (0,2%) na solucéo reticulante, a fim
de avaliar o efeito do agente estabilizante na daedie tamanho e potencial zeta das particulas.
A formulacdo que ndo possuia o estabilizante (N@H15 res0,5) apresentou particulas que
rapidamente precipitavam, o que prejudicou a detagdo do tamanho por DLS,
demonstrando a necessidade de um agente estailizarmeio que viabilize estas analises.
Apesar das amostras NG11_AI3 res0,5 e NG41_AI3,5esD terem sido obtidas com HPMC
no meio reticulante, foi possivel avaliar o tamadblg@articula por DLS.

Pode-se concluir que a presenca de estabilizanteeim permitiu as melhores anélises
de tamanho no equipamento Zetasizer NaffoZS

5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As fotomicrografias apresentadas na Figura 13 esfege a formulacéo
NG41 AI0,5S res0,5 e evidenciam a forma esférica N&®P obtidas pela técnica de
nebulizacao — geleificacdo ionotrdpica.

E possivel observar algumas NPP isoladas e a jp@esm aglomerados de poucas
particulas. Também foi possivel observar particdsvariados tamanhos, corroborando os
dados de PDI (Tabela 6).

260



Capitulo IV

Figura 13: Fotomicrografias das NPP (NG41 Al0,5S_res0,5)adnhento de 5000 x e B e C)
aumento de 10.000 x.

A)

B)

C)
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5.4 Eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

Apés a centrifugagéo, o sobrenadante foi submetidodlise em equipamento Zetasizer
Nano z$ (Malvern Instruments) para avaliar a auséncia d@ No sobrenadante por
espalhamento de luz dinamico.

A amostra NG11 AI3 res0,5 apresentou EE% de 81,16,66% e a amostra
NG41 AI3_res0,5 82,93 + 0,29%. A elevada EE% deveé-daixa solubilidade do RES em
meio aquoso, 0 que evita uma grande perda de farpaa a solucdo aquosa de Al@urante
a reticulacéo das NPP.

No entanto, esses valores foram menores que osesalle EE% apresentados pelas
microesferas (item 5.4, Capitulo 1), que encapsntiaem média 97,6% do farmaco. A maior
area superficial das NPP e o reduzido tamanho, dguaomparadas as microesferas, deve
contribuir para uma maior perda de farmaco paralac8o reticulante durante a obtencéo,
reduzindo a EE% das NPP (GOVENDERi., 1999).

5.5 Determinacgéo do perfil de liberagaan vitrodo RESempH 1,2 e 6,8

A NPP NG41_AI3_res0,5 foi a formulacdo selecionpdea o estudo de liberacéo
vitro por apresentar em sua composicdo a mesma prop@ddo(4:1) e as mesmas
concentracdes de reticulante idnico (AlIB%) e farmaco (0,5%) que a microesfera M10, a qual
permitiu 0 maior controle das taxas de liberaca&®H& (item 5.3.2 do Capitulo 1l1).

O perfil de liberacdo do RES a partir dessa amestica apresentado na Figura 14.

Nas primeiras 2h de ensaio em meio acido (pH & 2heracdo foi de apenas 3,3%,
observando-se um aumento nas taxas de liberacd®m @umento do pH do meio, sendo que
aproximadamente 5,2% de RES foi liberado em 20 toghem pH 6,8. A liberacdo do RES foi

controlada por 48 h, sendo observadas taxas praita constantes ate 30h.
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Figura 14: Perfil de liberacdo do RES a partir das NPP enosneom diferentes valores de pH
(pH 1,2 de 0 — 2h e pH 6,8 de 2 — 48h) (médiatDP).
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5.6 Analise dos mecanismos de liberacdo do farmaco

Para avaliacdo do mecanismo que rege a liberaca@rdwco, diferentes modelos
matematicos (ordem zero, primeira ordem, Korsmd3gppas, Higuchi, Hixson—Crowell,
Baker—Lonsdale e Weibull) foram aplicados aos dagdgeragéo.

A partir dos valores dos coeficientes de deterndioa@) (Tabela 7), o modelo que

melhor se correlacionou com os dados de liberagdmde Korsmeyer—Peppas.

Tabela 7: Valores dos coeficientes de determinac@para os diferentes modelos aplicados
aos dados de liberagdo do RES a partir das NPP.

Modelo r?
Ordem zero 0,956
Primeira ordem 0,959

Korsmeyer—Peppas 0,994

Higuchi 0,841
Hixson—Crowell 0,980
Baker—Lonsdale 0,772
Weibull 0,993

O coeficientek da equacgao de Peppas foi de 3,49 e o expoenteedacho 1f) de 0,93,
indicando que o mecanismo que governa a liberagdarthaco a partir das NPP € o transporte
super caso ll, para o qual o intumescimento eaxaehento das cadeias poliméricas na matriz
controlam a velocidade de liberacdo, e uma acdlerdas taxas de liberagcdo ocorre devido a
um elevado estado de mobilidade das cadeias pataséou a um processo de erosao da

matriz. No fim do processo, a dissolucdo dos poalisie@ o estado mais intumescido origina
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uma malha mais relaxada que pode acelerar as dexfseracdo do farmaco (MAITet al.,
2011; KAITY et al., 2013; SINHAet al., 2015; NAYAK et al., 2016).

5.7 Avaliacdoin vitro da citotoxicidade em células Caco-2 e HT29-MTX: T&e de
viabilidade celular através do ensaio do MTT

Os resultados da viabilidade celular das linhag¢h29-MTX e Caco-2 apds 24h de
incubagcdo com concentragdes crescentes de NPR@ndentragdes correspondentes de RES

livre estdo apresentados no grafico da Figura 15.

Figura 15: Viabilidade celular (%) das linhagens HT29-MTX ecG& ap0s 24h de incubacao
na presenca de concentracfes crescentes de NPB kBvRE(média + DP) e apds incubacgéo
em HBSS com 0,5% (v/v) de DMSO.
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O solvente organico DMSO utilizado nas solucbesREeS nao foi citotoxico na
concentracdo de 0,5% (v/v) sobre as células HT2%MJjue apresentaram viabilidade de
97,8%, ou sobre as células Caco-2, cuja viabilidaeidde 98,5% (Figura 15).

E possivel observar no grafico (Figura 15) quermenio na concentracdo de RES livre
levou a uma reducdo da viabilidade celular paraaanmds linhagens utilizadas, sendo mais
pronunciada para as células HT29-MTX, cuja viahdié variou entre 95,1 e 46,4%, sendo
observada citotoxicidade para concentragfes acen®@0dug/mL. Para a linhagem Caco-2, a
viabilidade variou entre 92,2 e 65,8%, com citat@ade para a concentragdo mais elevada
(100 pg/mL).

264



Capitulo IV

N&ao se observou efeito toxico das NPP sobre atasdiil29-MTX, que apresentaram
entre 101,4 e 78,2% de células viaveis, nem sobinadem Caco-2, cuja viabilidade celular
variou entre 103,6 e 81,1%.

As NPP foram capazes de reduzir a toxicidade do RES em ambas as linhagens
celulares, comportamento favoravel para o objatvestudo.

A partir dos resultados de citotoxicidade apresiwda foi possivel selecionar
concentracbes ndo toxicas de RES livre e de NPR parealizacdo dos ensaios de
permeabilidadén vitro empregando os modelos de monocultura de célules-Za co-cultura

tripla de células.

5.8 Avaliacdo da permeabilidadein vitro em monocultura de células Caco-2 e em
co-cultura tripla de células

5.8.1 Permeabilidade em monocultura de células Caco-2

Os resultados do perfil de permeacdo do RES em entinca de células Caco-2 a partir
das NPP e do farmaco livre estdo apresentadosafiogda porcentagem de permeabilidade
em funcéo do tempo (Figura 16).

Como observado anteriormente no Capitulo Ill, o RB&apsulado nas NPP, também
foi capaz de permear a monocamada de células Casendo que a permeacdo a partir do
sistema nanomeétrico foi significativamente menoe qupermeacdo do RES livre ao final de
180 min (p<0,05), atingindo valores de 0,15% coB16&6, respectivamente.
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Figura 16: Permeabilidade (%) e TEER (%) em funcdo do temparda os experimentos de
permeabilidadan vitro empregando modelo de monocultura de células Camar® o RES
livre e encapsulado em NPP de GG:P (média = DP}.n=3
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Ao final dos experimentos, observou-se uma redw@dlEER (%), sendo que os
valores finais para esse modelo foram de 76,2%69@% em relagédo ao TEER inicial para os
ensaios com o farmaco livre e com as nanoparticdagectivamente.

Ao comparar a permeabilidade do RES encapsulado sistemas micro e
nanoestruturados de GG:P (Figura 17), é possivetredr que a permeabilidade do RES
veiculado nas NPP foi significativamente maior @upermeacao a partir das microesferas ao
final de 180 min (7,5 vezes maior) (p<0,05).
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Figura 17: Permeabilidade (%) em funcdo do tempo durante ogergmentos de
permeabilidaden vitro empregando modelo de monocultura de células Cguar& o RES
encapsulado em microesferas e NPP de GG:P (mdaig #=3).
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O tamanho da particula esta diretamente relaciofatipacidade de interacdo com as
células e com a rota tomada para sua passagenésatfag barreiras biol6gicas. As possiveis
rotas sdo a paracelular, na qual as particulasardanho extremamente reduzido (<50 nm),
passam por entre as células epiteliais; a rotacéincky na qual as particulas (< 500 nm) séo
absorvidas pelos enterécitos por endocitose eaalirdttica, na qual as particulas (< 5 pm)
passam através das células M das placas de PdieY\(MW e FENG, 2005).

Dessa forma, as reduzidas dimensdes das NPP famoracpermeacdo através da
monocamada, ja que permite a utilizacdo de rotasnalivas que as microesferas ndao séo

capazes de utilizar.

5.8.2 Permeabilidade em co-cultura tripla de células

Os resultados do perfil de permeacéo do RES enultar& tripla a partir das NPP e do
farmaco livre estdo apresentados no grafico daeptagem de permeabilidade em funcéo do

tempo (Figura 18).
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Figura 18 Permeabilidade (%) e TEER (%) em funcdo do temparde os experimentos de
permeabilidaden vitro empregando modelo de co-cultura tripla de célp&a o RES livre, e
encapsulado em NPP de GG:P (média = DP; n=3).
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Para a co-cultura tripla, foi observado o mesmagmadbservado para as monoculturas,
em que o RES foi capaz de permear a monocamadadestawre ou encapsulado nas
nanoparticulas. Ocorreu maior permeacdo do farmiace apos 180 min (50,4%) em
comparacao com o RES encapsulado nas NPP (5,5@&D§)<

Para o modelo triplo, os valores finais de TEER &) relacdo ao inicial foram de
96,5 +13,6% e 105,6 + 5,4% para o farmaco livmamoparticulas, respectivamente.

Ao comparar a permeabilidade do RES encapsuladsistesnas micro € nanométricos,
observou-se para o modelo triplo o0 mesmo padrapetdmeabilidade obtido para as células
Caco-2, em que as NPP levaram a um discreto aundenp@rmeabilidade (2,2 vezes maior)

gue as microesferas ao final de 180 min (p<0,0fu(ga 19).
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Figura 19 Permeabilidade (%) em funcdo do tempo durante ogergmentos de
permeabilidaden vitro empregando co-cultura tripla de células para o RE&psulado em
microesferas e NPP de GG:P (média + DP; n=3).
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No modelo de monocultura de células Caco-2, emagugin¢cdes oclusivas sdo mais
fortes, a reduzida dimensdo das NPP pode ter sif@oo determinante para o aumento da
permeabilidade através dessas estruturas. No enpsrt 0 modelo de co-cultura tripla, o qual
apresenta as jun¢fes mais frouxas entre as célagwesenca de células M, a permeabilidade
pode ser facilitada, de modo que o processo de adesdo pode ser mais relevante para a
permeacao, e assim, as microesferas alcancaramevae permeabilidade mais proximos aos
das NPP.

5.9 Permeabilidade aparente (Pap)

Os resultados de permeabilidade aparente para #msto de permeabilidade estdo

apresentados no grafico da Figura 20.
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Figura 20: Resultados da permeabilidade aparent (tf/s) do RES em diferentes modelos
celulares (média + DP; n=3).
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Para o modelo baseado em células Caco-2, ndo hdifeeenca estatisticamente
significativa entre a f do farmaco encapsulado nas microesferas e nas (NFR05).
Entretanto, a £ do RES livre foi significativamente maior que & PP (p<0,05).

No modelo triplo, a B do farmaco livre também foi maior que a das nartopdas
(p<0,05), alem disso, a,ftdas nanoparticulas foi maior que a observada gami@oesferas
(p<0,05), corroborando os dados de permeabilidamegue se observou maior permeabilidade
do farmaco livre em relagdo ao farmaco encapsuéadoaior permeabilidade das NPP em
relagdo as microesferas.

Comparando-se os diferentes modelos celulares, ,,a nB modelo triplo foi
invariavelmente maior que apRem monocultura de células Caco-2, tanto para o RES
guanto para as nanoparticulas (p<0,05), corroborasdesultados de permeabilidade que foi
sempre maior no modelo de co-cultura tripla.

Os menores valores dgppara o farmaco encapsulado nas NPP de GG:P, eladea
vantagem de administrar o RES em um sistema dex@iie controlada mucoadesivo, capaz de
proteger o farmaco e direciona-lo para um sitioeedigo, onde podera chegar em
concentracOes efetivas para desempenhar seu e&sdpéutico localizado, reduzindo a

absorcéao sistémica, e, consequentemente, efeitisreis.

5.10 Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER)

Os valores médios de TEER durante os ensaios deepbilidade em monocultura de

células Caco-2 variaram entre 597,8 e 119D@rf para os ensaios com o farmaco livre e entre
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560,4 e 1209,%).cnt para os ensaios com as NPP, valores elevadossilemtos aceitaveis
para monocamadas dessa linhagem celular (KERMEAS, 2000; ARAUJO e SARMENTO,
2013).

Empregando co-cultura tripla, o TEER variou en8&,1 — 286,4).cnf e entre 432,8 —
597,8Q.cnt para o RES livre e NPP, respectivamente. Valotesgpdem ser considerados
aceitaveis para esse modelo celular (ARAUJO e SARME, 2013)

Os resultados da variacdo do TEERcHif) durante os ensaios com o farmaco livre e as
NPP em monocultura Caco-2 e em co-cultura triplaédelas estdo apresentados no grafico da
Figura 21.

Figura 21: Variacdo do TEER(.cnf) em relacdo ao TEER inicial durante o ensaio de
permeabilidaden vitro em A) monocultura de células Caco-2 e B) co-caltupla de células
(média = DP; n=3).
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Observando os gréficos acima (Figura 21), é pdssbservar um aumento nos valores
de TEER entre 5 e 120 min para o farmaco livreteeéine 180 min para as NPP no ensaio em
monocultura de células Caco-2 (Figura 21A). Ja paraodelo triplo, a variacdo de TEER
durante o ensaio (5 a 180 min) foi sempre positardo para o RES livre quanto para as
nanoparticulas (Figura 21B), sendo que nesse modelalores de TEER variaram menos que
no modelo baseado em células Caco-2.

No tempo final (210 min), a variacdo do TEER fogakva, tanto para o farmaco livre
guanto para as NPP na monocultura de células CaEssh queda nos valores de TEER
representou uma reducgdo de 23,8% para o farmawo divde 30,7% para as nanoparticulas,
sendo que os valores finais médios de TEER aimaatelevados, 5978.cnf e 560,40.cnT,
respectivamente.

J& para o modelo triplo, a variacdo foi ligeirareemiegativa para o RES livre,
representando uma reducédo de 3,5%, e o valorrigdio do TEER foi de 197 @.cnf. Para
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as nanoparticulas, a variacédo final foi ligeirareepositiva, com um aumento de 5,6% no
TEER e valor final de 456 ®.cnt.
O conjunto de dados demonstra a integridade dasocaoradas, de modo que o0s

resultados de permeabilidade refletem o transplorfdrmaco através das barreiras celulares.

5.11 Avaliacéoex vivo da permeabilidade e da retencgéo intestinal do REfelo
meétodo do saco intestinal invertido

A NPP NG41_AI3 res0,5 foi a formulacéo selecionpdea 0 estudo de permeacao e
retencao intestinal pelo método do saco intestimartido por apresentar em sua composicao a
mesma propor¢cdo G:P (4:1) e as mesmas concentrdedegticulante idnico (AlGI3%) e
farmaco (0,5%) que a microesfera M10, a qual p&roimaior controle das taxas de liberacao
do RES (item 5.3.2 do Capitulo 1) e foi a micrapeula submetida ao teste de permeabilidade
e retencéo intestinal pelo método do saco intdstigartido (item 5.9 do Capitulo IlI).

O gréfico apresentado na Figura 22 mostra a pagent de RES quantificado em cada
compartimento do teste de permeacao: dentro edworaaco intestinal invertido, no tecido

intestinal e o farmaco que restou insolUvel ded&® nanoparticulas.

Figura 22: Porcentagem de RES dentro do saco intestinaltidegidentro), soluvel no meio
(fora), aderido ao tecido intestinal (intestinojnsollivel dentro das NPP (nanoparticulas)
(média £ DP, n=6).
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A porcentagem de farmaco quantificada dentro do saestinal foi de 0,021 + 0,003%
para o0 ensaio com muco preservado, e de 0,00401%,@uando houve o tratamento prévio do

intestino com mucolitico. J& a porcentagem de R&®eio de incubacédo (fora) para o teste
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realizado sem uso do mucolitico foi de 0,14 + 0,02%e 0,02 + 0,01% para o teste realizado
com mucolitico (barras néo visiveis no grafico apreado na Figura 22).

A partir do grafico que apresenta a porcentagenRES em cada compartimento
(Figura 22), é possivel observar que a maior ghrté&rmaco permaneceu insoltvel dentro das
nanoparticulas, sendo que 64,40 £ 6,10% e 92,55,82% nao foram liberados para o meio
durante o ensaio com 0s sacos intestinais com ergem, respectivamente.

Assim como para as microesferas (item 5.9, Capililjp foi possivel observar o
acumulo de RES no tecido intestinal, sendo quatartrento prévio com mucolitico alterou de
maneira significativa a porcentagem de farmacaloetio intestino. Na presenca de muco, a
guantidade retida (35,44%) foi aproximadamenteZesenaior que a quantidade de RES retida
no intestino que teve o muco removido (7,42%) (PSP,

Considerando apenas o farmaco liberado das naimpaste, portanto, disponivel para
permear através da membrana, 99,54% e 99,71% pecsram retidos no tecido intestinal
com e sem muco, respectivamente, de modo que adp@dade farmaco retida no intestino foi
significativamente maior que a quantidade que peureetecido, que foi de apenas 0,06% e

0,05% para os sacos intestinais invertidos cormeraaco, respectivamente (p<0,05) (Figura
23).

Figura 23: Porcentagem de RES dentro do saco intestinaltideefdentro), solivel no meio
(fora) e aderido ao tecido intestinal (intestinohsiderando como a quantidade total apenas o
farmaco liberado das NPP.
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Os resultados corroboram os dados de permeacaters;de apresentados para as
microesferas (item 5.9, Capitulo 1ll) em que o Rifffesentou uma alta afinidade pelo tecido
intestinal, permanecendo no epitélio para uma kg nas células.

A Figura 24 mostra as concentracfes de farmacoadentfora do saco intestinal
invertido, com e sem muco, para o ensaio de pedoeagm as NPP.

Figura 24: Concentracdo de RES (ug/mL) dentro e fora do satestinal invertido apds o
ensaio de permeacao com as NPP (média + DP).
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Nao houve diferenca significativa entre a concedimade farmaco dentro do saco
intestinal invertido e a concentracdo de farmaddaveb no meio externo (p>0,05) tanto nos
ensaios realizados com o intestino com muco, qupata aqueles realizados sem muco,
indicando que a permeacgdo ocorreu até que o etdmitie concentracdes fosse atingido (Figura
24).

O muco favoreceu de maneira significativa a perdeatp farmaco a partir das NPP,
sendo que na presenca de muco, a permeacao (@O8BH foi cerca de 1,6 vezes maior que a
permeacao no intestino sem muco (0,022 pg/ml) 050,

Esses dados demonstram que a presenca de mucetdanthante para a permeacao,
sendo que a maior permeacdo no intestino com made fer sido favorecida pela elevada
capacidade mucoadesiva das NPP, que favoreceuentudo gradiente de concentracéo local

e o0 contato mais intimo com o tecido.
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A presencga de muco foi decisiva também para agé&tede RES no intestino a partir
das NPP, demonstrando a importancia da mucoadadevidas NPP de GG:P, que contribui
para a manutencao do farmaco no sitio alvo.

A Figura 25 mostra a concentracdo de farmaco quaqmel o intestino a partir dos
sistemas estudados (NPP e microesferas) e do fartivae, na presenca e na auséncia de

muco.

Figura 25: Concentracdo de RES dentro do saco intestinattideea partir do farmaco livre,
das microesferas e das NPP para os ensaios cooo onsastinal invertido com e sem muco
(média £ DP).
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E possivel observar que o muco favoreceu a permes;RES, sendo que, no intestino
com muco, as concentracdes de farmaco que permeatacido SA0 maiores que no intestino
sem muco, tanto para o farmaco livre quanto pamieesferas e as NPP (p<0,05) (Figura
25).

Também se observa que nédo houve diferencas astatishte significativas entre a
permeacdo a partir das NPP e das microesferas lagégeao farmaco livre, tanto no saco
intestinal com muco quanto sem muco (p>0,05) (RiQ5).

A porcentagem de farmaco retida no tecido intelsfimiaa mesma para os sistemas
micro e nanoparticulados e o farmaco livre, conposgsivel observar no grafico apresentado na
Figura 26, demonstrando a elevada afinidade do RS células intestinais e o potencial dos
enterdcitos como um sitio alvo da liberacao destadco (KALDASet al., 2003).
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Figura 2€:. Porcentagem de farmaco retido no saco intestmariido com e sem muco a
partir do farmaco livre, das microesferas e das [iRdtlia £ DP).
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6 CONCLUSOES

A obtencdo de NPP estaveis através da técnical€iéiqgedo ionotrépica constitui um
grande desafio. Neste trabalho, pela primeira W27 de misturas de GG:P foram obtidas
empregando esta técnica, associada ou ndo a reglddizutilizando AIGI como agente
reticulante, para a liberacéo colon-especifica H8 R

O planejamento fatorial do tipo composto centrahctuas variaveis independentes
permitiu a avaliacdo dos efeitos das concentragéepolimeros e de Alglsobre o PZ e o
tamanho de particula. As NPP apresentaram PZ @827 e 3,16 mV, e este foi influenciado
pela concentracdo de polimeros na formulagcdo. @rtaonde particula variou entre 59,35 e
657,80 nm e foi influenciado por ambas as variavéissas amostras apresentaram-se
polidispersas, com PDI entre 0,679 e 1,000.

NPP também foram obtidas pela técnica de nebubzaggeleificacdo ionotropica, que
permitiu a obtencdo de NPP com menor indice delispkrsdo. As amostras apresentaram PZ
entre -0,77 e 5,87 mV, tamanho de particula ertfedle 422,9 nm e PDI entre 0,190 e 0,973.
Elevados valores de eficiéncia de encapsulacaonfataancados (81,16 e 82,93 %). A partir
das fotomicrografias obtidas por MEV foi possivbkervar a forma esférica e a presenca de
alguns aglomerados de NPP.

As NPP exibiram reduzida taxa de liberacdo em raeido (3,3% apés 120 min de
teste) e controlaram a liberacdo em pH 6,8, pra@odg-a por até 48 h. O modelo que
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apresentou melhor correlacdo com os dados foi Baitemeyer — Peppas, indicando que a
liberacdo do farmaco ocorreu segundo o mecanisn@aigporte super caso Il.

A veiculagcdo do RES nas NPP permitiu a signifieatigducao da citotoxicidade e da
permeabilidade do farmaco, comportamento partiméate favoravel para o objetivo do
estudo, uma vez que o RES estara mais disponivalgbaar diretamente sobre as células do
coélon, o que pode melhorar sua atividade local.

A permeacéo e a retencdo do RES a partir das NBFadas através do método do saco
intestinal invertido, foi maior para os ensaioslizte@os com o0 saco intestinal com muco
preservado.

Ambos os sistemas, micro e nanoestruturados de ,G@dm capazes de controlar a
liberacdo do farmaco e reduzir a permeacdo em aagg@a com o farmaco livre, sugerindo
uma maior interacao celular para o efeito locaépek no colon.

As microesferas duplamente reticuladas de GG:Pzmean a permeacdo do RES na co-
cultura tripla a niveis proximos ao observado msaNPP, sugerindo um interacdo com a
mucosa téo significativa quanto a interacdo dasqodais nanométricas, de modo que ambos os
sistemas sdo promissores para atuarem como sistienideracao controlada do RES, visando

a vetorizacao para o colon.
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Resumo

Validar um método analitico é fundamental paraiga&tlaboratoriais de qualidade,
além de assegurar que o método desenvolvido éavehfquanto aos resultados gerados e
apropriado para o uso pretendido. O RES € um polifeonsiderado um farmaco de classe Il
pelo sistema de classificacdo biofarmacéuticagpogsentar baixa solubilidade em agua e alta
permeabilidade. No presente estudo, foram validadastodologias analiticas por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (U\p)oe cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para a quantificacdo do RES em diferentesosneOs parametros de validacao
avaliados foram: especificidade / seletividadegdndade, precisdo, exatiddo, limite de
deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) conferpreconizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, Farmacopeia Americana e Ca@mnfeia Internacional de Harmonizacao.
Os métodos desenvolvidos se mostraram seletivagpeciicos, lineares, precisos, exatos e
capazes de detectar e quantificar baixissimas ntmagées de farmaco nos meios testados. A
partir dos ensaios experimentais, foi possivel congr a adequacdo dos métodos analiticos
desenvolvidos ao uso pretendido, sendo que os p®tatenderam todas as exigéncias

previstas, portanto, os resultados obtidos atrdetes sdo confiaveis e reprodutiveis.

Palavras-chave:espectrofotometriggromatografia liquida de alta eficiéncia, validacao
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Abstract

Validating an analytical methodology is fundamerital good laboratory practices, in
addition to ensuring that the developed methocelialsle regarding the results and meets the
requirements for its intended purpose. RES is ggb@nol considered as a class Il drug by the
Biopharmaceutics Classification System, due to VYeater solubility and high permeability. In
the present work, analytical methodologies to gfiaation of RES in different media using
spectrophotometry in UV-region and high performahgaid chromatography (HPLC) were
validated. The validation characteristics evaluateere specificity / selectivity, linearity,
precision, accuracy, detection limit (DL) and quiation limit (QL), as described by Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, United StatesrRtaopeia and International Conference on
Harmonisation. The developed methods were seleetin specific, linear, precise, accurate
and able to detect and quantify very low drug catregions in the tested media. From the
experimental tests, it was possible to demonstreteuitability of the analytical methodologies
developed for their intended purpose, and the nustlattended all the requirements, therefore,

the results obtained using these methodologiesetiadle and reproducible.

Keywords: spectrophotometry, high performance liquid chraygedphy, validation.
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1 VALIDACAO E PARAMETROS AVALIADOS

A validacao pode ser definida como a confirmacaquieos requisitos especificos para
um determinado uso pretendido sédo atendidos, @ quossivel através de ensaios e dados que
servem de evidéncia objetiva e comprovam a adequagacumprimento de normas vigentes
(BRASIL, 2012).

Para as metodologias de quantificacdo de farmacodutos de degradacgéo, impurezas,
dentre outros, a validagdo deve comprovar, atrdeésnsaios experimentais, a adequacao do
meétodo analitico ao uso pretendido e que este attatths as exigéncias, de modo que os
resultados obtidos através dele sejam confiavéeRA@L, 2003).

Segundo o “Guia para validacdo de métodos anditicdoioanaliticos” presente na
resolucao n° 899, de 29 de maio de 2003, da ANVI&Aparametros que devem ser avaliados
quando se pretende validar uma metodologia aralticbioanalitica variam de acordo com a
finalidade ou categoria do teste desenvolvido. S@ito parametros, dentre eles
especificidade/seletividade, linearidade, intervgboeciséo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, exatidao e robustez, que deverdavwsdiados dependendo da categoria do teste,
ou seja, de sua finalidade (BRASIL, 2003).

Os testes podem ser quantitativos, para fins dardetacdo de farmacos (categoria 1)
ou determinagdo de impurezas e produtos de degm@deategoria Il) em matérias-primas ou
produtos farmacéuticos; ou séo testespddormance (categoria Ill) ou de identificacado
(categoria IV).

Os parametros exigidos para validar cada categiwideste estdo apresentados no

quadro abaixo:
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Quadro 1: Parametros a serem avaliados durante a validagéeetbdologia analitica segundo a
categoria do teste (adaptado de BRASIL (2003)).

. Categoria Il —impurezas e . .
Categoria produtos de degradaco Categoria lll | Categoria VI —
| — Ensai — testes de testes de
Parametros farmacos | Quantitativo Iinmsi?elo performance | identificacéo

Especificidade/ Sim Sim Sim * Sim
seletividade
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim N0 Sim Nao
intra-corrida
Precisdo - s N0 - N0
inter-corridas
Limite de detecgao N&o N&o Sim * N&o
L|m|te_ (.je ~ Nao Sim Nao * Nao
guantificacéo
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* Dependendo do teste pode ser necessaria a @aliag
** N&o é necessaria a comprovacdo, desde que sgrovena reprodutibilidade.

1.1 Especificidade/seletividade

7

Especificidade/seletividade é a capacidade do roétm identificar e quantificar
especificamente o farmaco em uma amostra, mesnpoesanca de outras substancias, como
aquelas que compdem o sistema, impurezas ou psodigodegradacdo, sem que estes
interfiram significativamente no resultado (BRASRQ03).

A especificidade/seletividade deve ser comprovaaa gue outros parametros, como a
linearidade e a precisdo do teste, ndo sejam afetdtbte pardmetro pode ser comprovado
através de andlises de amostras contaminadas c@uossieis interferentes que compdem o
sistema e amostras ndo contaminadas, contendo sapefi@maco, demonstrando que 0s
resultados ndo se alteram na presenca dos contdesr(8RASIL, 2003).

Um método especifico e seletivo permite a defingé@eisa do conteddo de farmaco na
amostra, fornecendo resultados exatos (BRASIL, 2008, 2005; INMETRO, 2011; USP,
2011).

1.2 Linearidade e Intervalo

Linearidade de um método analitico é sua capacidadebter resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amopaeg um dado intervalo especifico de
concentracdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011).

Recomenda-se a analise de pelo menos cinco disrenbncentracbes para

determinacao da linearidade do método (BRASIL, 2008 resultados devem ser submetidos a
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uma andlise estatistica de regresséo linear, gési@rminimo aceitavel é a obtencdo de um
coeficiente de correlacédo (r) de 0,99. A partirrdgressao linear, podem-se determinar os
coeficientes linear e angular da reta, para cogétrida equacdo matematica que descreve a
concentracéo do analito em fungao do resultadeste {BRASIL, 2003).

O intervalo é obtido a partir do estudo da linemdiel e corresponde a faixa
compreendida entre as concentracoes maxima e midiendarmaco, para a qual foi
demonstrada precisdo, exatiddo e linearidade adagu# método analitico (BRASIL, 2003;
ICH, 2005).

1.3 Precisdo

A precisdo de um método analitico é a proximidaateeeos resultados obtidos para
varias medidas, feitas para uma mesma amostranesmas condicdes de ensaio, e é expressa
como o coeficiente de variagcdo, que nao deve seorngge 5% e deve contemplar as
concentracdes dentro do intervalo linear do méB&RASIL, 2003).

A precisdo deve ser considerada em trés diferentess, conforme demonstrado na

Figura 1:

Figura 1: Diferentes niveis de precisdo de um método acaliti

Intra-corridas ou
Repetibilidade

Precisao
Inter-corridas ou Inter-laboratorial ou
Intermediaria Reprodutibilidade

A repetibilidade é também denominada precisdo -mdradas, pois avalia a
concordancia dos resultados obtidos por um mesmbise) em mesmo laboratorio, com o
mesmo instrumento sob condi¢des idénticas de an&im um curto periodo de tempo. Deve
ser avaliada através da medida, em triplicata,rée diferentes concentragées do intervalo
linear, sendo uma baixa, uma média e uma altaylealdo-se o coeficiente de variacdo dos

resultados de cada concentracdo. Ou entdo, atayés® minimo, seis determinacbes de uma

288



Capitulo V

Gnica concentracdo, correspondente a 100% da doac&o do teste (BRASIL, 2003; ICH,
2005; USP, 2011).

Por outro lado, a precisdo intermediaria ou interidas avalia a concordancia de
resultados obtidos no mesmo laboratorio, porémamdd-se os analistas, em diferentes dias,
podendo também variar os equipamentos. O recomengéadrealizacdo de medidas em, no
minimo, dois dias diferentes variando-se os amali@RASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011).

Ja a reprodutibilidade ou precisdo inter-laboratomvalia a concordancia entre
resultados obtidos em diferentes laboratérios, enalistas e equipamentos diferentes, o que
requer um estudo colaborativo, geralmente realizada padronizar metodologias (BRASIL,
2003; ICH, 2005; USP, 2011).

1.4 Exatidao

Exatiddo é a proximidade dos resultados obtidosedatdo ao valor admitido como
verdadeiro. Valores proximos a 100% séo desejapeism admitem-se variacdes na faixa
entre 80 — 120% (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A exatidao deve ser avaliada apos ter-se confirnaadspecificidade, a linearidade e o
intervalo do método, e deve contemplar, assim carpeecisdo, concentra¢des baixa, média e
alta dentro do intervalo linear, em triplicada peada uma, sendo expressa como a razao entre
a concentracdo média experimental e a concentriagdiza admitida como o valor real de
analito na amostra (BRASIL, 2003).

1.5 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

Apesar de ndo ser exigida a avaliacdo dos paraniginite de deteccdo (LD) e limite
de quantificacédo (LQ) para a categoria |, na gaargaixa 0 méetodo desenvolvido no presente
trabalho, ambos foram avaliados, pois em alguntaacgies de trabalho, como por exemplo,
nos minutos iniciais da dissolucdo, € possiveleggaihr com quantidades muito pequenas do
farmaco na amostra, e é necessario o conhecimemordmo que podera ser quantificado com
precisdo e exatiddo. Conhecendo-se o LD e o LQgrarpntos como o ensaio de dissolucao
podem ser delineados apropriadamente.

O LD é a menor concentracdo do analito na amosikeaogmétodo consegue detectar,
diferenciando-o do ruido de fundo, porém néo éssremente quantificado com exatiddo. Ja
o LQ é a menor concentracdo do analito que podesamtificada com niveis aceitaveis de

exatiddo e precisdo pelo método desenvolvido (ZT95).
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2 METODOLOGIAS

2.1 Validacdo de metodologia analitica para quantifiégaz do RES por
espectrofotometria na regiao do ultravioleta

Os parametros de validacao avaliados foram: esgdeadie/seletividade, linearidade e
intervalo, preciséo, exatidao, limite de detec¢do) (e limite de quantificacdo (LQ), conforme
preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia iBaa, Farmacopeia Americana e
Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (BRAW03; ICH, 2005; USP, 2011). Foram
validadas metodologias para quantificacdo do REB gspectrofotometria na regido do
ultravioleta nos meios HCI 0,1 N, com 1% de laulfto de sédio (LSS) pH 1,2 e em tampéao
fosfato pH 6,8.

2.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de méaxima absgho do RES na
regiao do ultravioleta
Solugbes de concentragao dgmL de RES em HCI 0,1 N, pH 1,2 com 1% LSS e em
tampédo fosfato pH 6,8 foram submetidas a uma varaecgentre 200 e 400 nm, em
espectrofotdmetro UV-Vis a fim de se verificar anyimento de onda no qual o farmaco

apresenta seu pico de maxima absor¢ao.

2.1.2 Especificidade / Seletividade

Com o objetivo de avaliar a interferéncia da gomlarmp e da pectina na quantificagao
do RES e demonstrar que os resultados do testesa@afetados por esses polimeros, a
especificidade/seletividade foi determinada avdliese 0 espectro de absorcdo destes
polimeros entre 200 e 400 nm. Solucdes contenda/fbL de misturas de gelana:pectina (1:1
e 4:1) em HCI 0,1 N, pH 1,2 com 1% LSS e em tanfp&tato pH 6,8 foram submetidas a

varreduras entre 200 e 400 nm, em espectrofotorudfryis.

2.1.3 Linearidade e intervalo

A linearidade do método foi determinada atravésltancéo da curva analitica de RES
nos diferentes meios testados. A partir de solugdexjue contendo 1@@/mL de RES, foram
preparadas diluicbes com concentracdes variandd,@ea 15,0ug/mL, em triplicata. O

intervalo foi determinado a partir da faixa lin@gresentada pelas curvas analiticas obtidas.
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2.1.4 Precisao

A precisdo foi avaliada em trés niveis de conceatrabaixa (3ug/mL), média (6
pug/mL) e alta (ug/mL), em triplicata, a partir de solucéo estoqu®@ug/mL, contemplando
o intervalo linear do método, e expressa como @iacteste de variacdo, calculado segundo a
Equacao 1:

DP
V(%) =yp

em que DP é o desvio padrdo e CMD a concentracé@mrdéterminada (BRASIL, 2003).

x 100 Equacéao 1

Determinou-se a precisao intra-corridas com arslisalizadas em um Unico dia pelo
mesmo analista e a precisdo inter-corridas comisasarealizadas em dias diferentes por

analistas diferentes.

2.1.5Exatidao

A exatidao foi determinada utilizando-se trés difees concentracdes, baixau@mL)
meédia (6 ug/mL) e alta (9ug/mL), contemplando a faixa de linearidade do me&tods
diluicbes foram preparadas a partir de solucdogast@a 100ug/mL. Realizaram-se cinco
determinacgdes por concentragdo e a exatidao fileala a partir da Equacao 2:

C
Exatidao (%) = C %X 100 Equacéo 2
0

em queC € a concentracdo meédia determinada experimentedre€g € a concentracao teorica
(BRASIL, 2003).

2.1.6 Limite de Deteccao e Limite de Quantificagao

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (E@pam determinados por meio da
analise de solucdes de concentracbes decrescen®islaté o menor nivel detectado (de 3,0 a

0,5ug/mL), em triplicata, e calculados através das Eges 3 e 4, respectivamente:

3 X DP, 3
D= Ta Equacéo 3
10 X DP, 3

= —Iic Equacao 4

em quelLD é o limite de deteccad@Q é o limite de quantificacd®P, € o desvio padréo do
intercepto com o0 eixy das trés curvas construidas com as concentragessdentes do

farmaco dC € o coeficiente angular da curva analitica (BRAZQ03).
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2.2 Validacdo de metodologia analitica para quantificag do RES por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ddPLC, do inglésHigh
Performance Liquid Cromatography) pode estar associada a diferentes tipos de degect
como detectores UV, detectores de arranjo de dipd®), detectores de fluorescéncia (FLD),
detectores de massas, dentre outros, sendo umaprdaspais técnicas utilizadas no
desenvolvimento de métodos analiticos (SILVA, 20N\?) presente trabalho, foi desenvolvida
metodologia analitica para andlise quantitativaRiits por CLAE, utilizando-se detector de
fluorescéncia (FLD).

Os parametros avaliados foram: especificidadefgielatie, linearidade, preciséo,
exatidao, limite de deteccgéo (LD) e limite de gifanaicdo (LQ) (BRASIL, 2003; ICH, 2005;
INMETRO, 2011). A linearidade do método foi detemada através da obtencdo da curva
analitica de RES em acetonitrila:agua na propof@80. A partir de solucdes estoque
contendo 10@g/mL de RES, foram preparadas diluicbes com coragdes variando de 0,01 a
5 ug/mL, em triplicata. A preciséo (intra e inter-cdas) e a exatidao foram avaliadas em trés
niveis de concentracdo, baixa (gfmL), média (1,21g/mL) e alta (2,Qug/mL), em triplicata,
contemplando o intervalo linear do método. Os bsnite deteccdo (LD) e de quantificacao
(LQ) foram determinados por meio da andlise decéalsl de concentracfes decrescentes de

RES até o menor nivel detectado (de 0,80 a@g0hL), em triplicata.

2.2.1 Sistema cromatografico

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida d& @ficiéncia (CLAE) Agilent
Technologies 1220 Infinity L& equipado com detector de fluorescéncia (FLD).aPar
separacdo do farmaco, utilizou-se coluna analid8 Zorbax OD$ (Agilent Technologies)
(250 x 4,6 mm x 5um).

A fase movel utilizada para a separacéao foi conappst acetonitrila:dgua na propor¢ao
70:30, em modo isocratico e fluxo de 0,5 mL/minv@ume de injecdo das amostras foi de
100pL e a temperatura do forno foi mantida em 3@@mpo de corrida foi de 15 minutos. O
comprimento de onda de excitacagdjacad utilizado foi 300 nm e de emissdbedissag foi
390nm.
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3 RESULTADOS

Validar um método analitico é fundamental paraigaétlaboratoriais com qualidade,
além de assegurar que o método desenvolvido éadwehfquanto aos resultados gerados e
atende as exigéncias de seu uso.

A validacado foi realizada para demonstrar que amdodogias analiticas empregadas
para quantificar o farmaco no presente trabalho &dmpriadas e permitem determinar
guantitativamente e de forma seletiva o RES, pamitds cromatograficas e nao-
cromatograficas, nos diferentes ensaios em quesaitificacdo foi necessaria, como nos de
teor de farmaco e eficiéncia de encapsulacao;|ds®in vitro e permeacao em saco intestinal

invertido.

3.1 Validagdo de metodologia analitica para quantifiégaz do RES por
espectrofotometria na regiao do ultravioleta

Os métodos espectrofotométricos permitem a deteagém quantitativa do farmaco
através da absorcdo de radiacdo nas regidoes aletyivisivel e infravermelho do espectro
eletromagnético. Sdo amplamente empregados emsemajuantitativas, pois sao de facil
execucgao, apresentam boa sensibilidade e exat@derada seletividade e custo reduzido,
além disso, o perfil espectral permite a identffé&@ada substancia analisada (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000; SILVA, 2012).

3.1.1Determinacdo do comprimento de onda de méaxima absgho do RES na
regiao do ultravioleta

O RES apresentou pico de maxima absor¢do em 32tararambos 0s meios avaliados,
HCI 0,1 N pH 1,2 com 1% LSS e tampao fosfato pH @&8pectros de absor¢cdo nao

apresentados).

3.1.2 Especificidade/Seletividade

7

A espectrofotometria UV-VIS é um método ndo cromeaifico que pode ser
empregado na quantificacdo do farmaco, desde qasage uma seletividade aceitavel.

O perfil espectral dos polimeros que compdem agsoesteras e a nanoparticulas
apresentados na Figura 2 ndo apresentaram picalssdecdo na regido do UV, comprovando
que as absorbancias mensuradas em 320 nm refereosmte ao RES e que os métodos

desenvolvidos sado seletivos e especificos.
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Figura 2: Espectro de absorcdo na regido do UV de mistuagotha gelana:pectina (1:1 e
4:1) em HCI 0,1 N pH 1,2 com 1% LSS (A) e em tamfo&bato pH 6,8 (B).
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3.1.3 Linearidade e Intervalo

A curva de calibracdo é a relacdo entre a resphstenstrumento e a concentracao
conhecida do analito. No caso da espectrofotome#rieegido do UV, a resposta avaliada foi a
absorbéancia. As curvas analiticas do RES em HG®l 6dim 1% LSS e em tampao fosfato pH
6,8 estdo apresentadas nas Figuras 3 e 4, regpeetite.
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Figura 3: Curva analitica da absorbancia em funcdo da ctmragéio de RES, obtida por
espectrofotometria na regido do UV, utilizando BQIN pH 1,2 com 1% LSS como solvente e
comprimento de onda de maxima absorcéao de 320 nm.
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A faixa de intervalo linear para o meio HCI 0,1N ft2 com 1% LSS foi de 2 a 15
pg/mL (Tabela 1).

Figura 4: Curva analitica da absorbancia em funcdo da ctragéi® de RES, obtida por
espectrofotometria na regido do UV, utilizando tamgosfato pH 6,8 como solvente e
comprimento de onda de maxima absorcéao de 320 nm.
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A faixa de intervalo linear para o meio tampao dtsfpH 6,8 foi de 2 a 15 pug/mL
(Tabela 1).
Os dados obtidos a partir da regressao lineargsacarvas analiticas estdo apresentados

na Tabela 1.
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Tabelal: Dados das curvas analiticas obtidas nos difereme@ss.

Parametros HCIO0,INpH 1,2com 1% LSS Tampao fosfatpH 6,8
Faixa de linearidade fig/mL) 2als 2al5
Coeficiente angular 0,1216 0,1234
Intercepto 0,0169 0,0049
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9999 0,9999

A linearidade do método para o intervalo propost@dénfirmada através dos valores de
coeficiente de correlacéo lineaj obtidos, que estdo em conformidade com o preadoipela
legislacdo (BRASIL, 2003).

3.1.4 Precisao

Os resultados da precisao intra e inter-corridasg ps diferentes meios avaliados estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de precisdo intra e inter-corridas nosrdiites meios avaliados.

Concentragao Preciséo intra-corridas  Precisé&o inter-corridas

Meio tedrica (ug/mL) CV (%) CV (%)

HCI 0,1N pH 1,2 3 1,33 2,03
com 1% LSS 6 0,97 4,66
9 0,94 4,31

i} 3 217 2,99
Tampaon%sfato 6 0.92 1.48
PHO, 9 0,62 1,39

A partir dos valores de CV (%) < 5%, obtidos pas diferentes concentracdes
analisadas, em ambos 0s meios testados, é possifigmar que o método proposto é preciso
(BRASIL, 2003).

3.1.5 Exatidao

Exatiddo é a proximidade dos resultados obtidos pgtodo analitico, ou seja, as
concentracdes experimentais, em relacdo ao vahoitidd como verdadeiro, a concentracao
tedrica. S8o admitidas variacdes na faixa entre 820%, sendo que quanto mais préximos a
100%, mais exato é o método (BRASIL, 2003; ICH,300

Os resultados obtidos na avaliagcdo da exatidam empéesentados na Tabela 3 e
demonstram que a metodologia desenvolvida atende reguisitos da legislacdo sendo

adequada para a quantificagdo do RES com exatidao.
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Tabela 3: Valores de exatidao para os diferentes meiosaalasi

Meio

Concentracéo teorica

Concentracdo média

Exatidao (%)

(ng/mL) experimental (ug/mL)
HCI 0,1N pH 1,2 3 3,05 101,62
com 1% LSS 6 6,09 101,53
9 9,09 100,96
3 3,03 100,85
Tampé&o fosfato pH 6,8 6 5,99 99,87
9 9,01 100,14

3.1.6 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

Os valores de LD e LQ obtidos sédo apresentadosabald 4 e demonstram que a
metodologia desenvolvida é capaz de detectar etifjcan com precisdo e exatidao

concentragdes baixissimas de RES nos meios testados

Tabela 4: Valores dos limites de deteccdo (LD) e quantiica¢lQ) do RES no diferentes
meios avaliados.

Meios LD (ug/mL) LQ (pg/mL)
HCI 0,AN pH 1,2 com 1% LSS 0,18 0,61
Tampao fosfato pH 6,8 0,06 0,20

3.2 Validacdo de metodologia analitica para quantifidgdgz do RES por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.2.1 Especificidade / Seletividade

O tempo de retencdo do farmaco foi de 12 minutosjocé possivel observar no

cromatograma apresentado na Figura 5.

Figura 5: Cromatograma do RES obtido em acetonitrila:ag0a80j por CLAE.
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Os polimeros que compdem as microesferas e a ndicofEs ndo apresentaram picos
proximos ao tempo de retencdo do farmaco, como ssiya observar na Figura 6,

comprovando que os picos referem-se somente aceRjt® o método desenvolvido é seletivo

e especifico.
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Figura 6: Cromatograma da mistura polimérica GP (1:1) a Ifrhgem tampdo TC199
utilizando detector FLDMxcitaca = 300NM Elemissa = 390nm).

FLD1 A, Ex=300, Em=390

Também se avaliou a solucdo TC 199 coletada decdeatum saco intestinal invertido
sem farmaco, a fim de verificar possiveis interitgs na quantificacdo do RES durante os
ensaios de permeacado/retencdo do farmaco utilizamestino de ratos. O cromatograma
apresentado na Figura 7 confirma a auséncia des moaximos ao tempo de retencdo do

farmaco, demonstrando a especificidade/seletividadaétodo desenvolvido.

Figura 7: Cromatograma da solucédo tampao TC199 coletadaodémtsaco intestinal invertido
sem RES, utilizando detector FLE:itaca= 300nm E\emissa= 390nm).
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3.2.2 Linearidade e intervalo

Para a metodologia empregando CLAE, a curva déragho corresponde a relacéo

entre a area do pico e a concentracdo conhecidmaldo. A curva analitica do RES esté
apresentada na Figura 8.
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Figura 8: Curva analitica da area do pico do cromatogramduagéo da concentracdo de
RES determinada por CLAE — FLD.
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Os dados obtidos a partir da regresséo linear da @nalitica estdo apresentados na

Tabela 5. A faixa de intervalo linear foi de 0,02 pg/mL (Tabela 5).

Tabela5: Dados da curva analitica para a metodologia @&wafpor CLAE.

Parametros Valores
Faixa de linearidade fig/mL) 0,01 a 3,00
Coeficiente angular 1.782,8
Intercepto -27,45
Coeficiente de correlacdo (r) 0,9997

3.2.3 Precisao

Os resultados da precisao intra e inter-corridd8oeapresentados na Tabela 6. O
método proposto € preciso, visto que os valoreS\d€%) foram menores que 5% (BRASIL,
2003).

Tabela6: Valores de preciséo intra e inter-corridas pareetodologia por CLAE.

Concentragéao teorica Preciséo intra-corridas Preciséo inter-corridas
(ug/mL) CV (%) CV (%)
0,40 3,19 4,93
1,20 0,94 4,19
2,00 0,23 4,10

3.2.4 Exatidao

Os resultados obtidos na avaliacdo da exatidam egpéesentados na Tabela 7 e
demonstram que a metodologia desenvolvida atende requisitos da legislacdo sendo
adequada para a quantificagdo do RES com exatidéo.
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Tabela7: Valores de exatiddo para a metodologia por CLAE.

Concentracdo média

Concentracao tedrica pg/mL) experimental (ug/mL)

Exatidao (%)

0,40 0,38 93,99
1,20 1,20 100,07
2,00 2,03 101,48

3.2.5Limite de Deteccao e Limite de Quantificagao

O LD foi de 0,003ug/mL e o LQ foi de 0,011g/mL. Os resultados demonstram que a
metodologia desenvolvida é capaz de detectar etifjcan com precisdo e exatidado
concentracdes baixissimas de RES.

A metodologia analitica empregando CLAE com deted® fluorescéncia permitiu
quantificar com precisdo e exatiddo concentracd&sHa vezes menores que a técnica por

espectrofotometria UV-Vis.

4 CONCLUSOES

No presente trabalho, foram validadas metodolagiaditicas por espectrofotometria na
regidao do ultravioleta (UV) e por cromatografiauiitp de alta eficiéncia (CLAE) para a
quantificacdo do RES em diferentes meios.

Os métodos desenvolvidos atenderam as exigén@esais em normas e se mostraram
seletivos e especificos, lineares, precisos, exatapazes de detectar e quantificar baixissimas
concentragdes de farmaco nos meios testados. Rortsnresultados obtidos através deles séo

confiaveis e reprodutiveis.
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Anexo 1

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 49/2015

Interessada: FABIOLA GARAVELLO PREZOTTI

Orientadora: Profa. Dra. Beatriz Stringhetti Ferreira Cury

Projeto: Micro e nanoparticulas mucoadesivas de goma gelana e pectina para
a liberagao célon-especifica do resveratrol.

Parecer n2 87/2015 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, reunida em 16 de
setembro de 2015, considerou que o protocolo para uso de animais na pesquisa:
“Micro e nanoparticulas mucoadesivas de goma gelana e pectina para a liberagao
colon-especifica do resveratrol.”, apresentado pela Pés-graduanda FABIOLA
GARAVELLO PREZOTTI, sob orientacao da Professora Doutora Beatriz Stringhetti
Ferreira Cury, do Departamento de Famacos e Medicamentos desta Faculdade,
esta estruturado dentro dos principios éticos na experimentagao animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal - CONCEA, manifestando-se
FAVORAVEL a sua execugao.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em JANEIRO de 2017
em formulario para este fim.

Araraquara, 21 de setembro de 2015.

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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