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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.
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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

58



Capitulo IT

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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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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