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(Resumo

Microparticulas de goma gelana revestidas com filmes de amido resistente/pectina
como estratégia para administragdo oral de insulina.

RESUMO

O desenvolvimento de um sistema que possibilite a administracdo oral da insulina (INS)
constitui um grande desafio, ja que esta pode ser degradada nas porcdes superiores do trato
gastrintestinal (TGI). Seu encapsulamento no interior de matrizes poliméricas baseadas em
goma gelana (GG) deve oferecer significante protecdo contra as condi¢des adversas do
TGI, além do estabelecimento de interacdes mucoadesivas. O revestimento de formas
farmacéuticas solidas com amido resistente tipo 3 € uma estratégia tecnoldgica racional
para se alcancar a liberacdo célon especifica de farmacos. A pectina também agrega
propriedades importantes nesse sentido, ja que € resistente a proteases e amilases. O
objetivo deste trabalho foi a obtencdo e caracterizacdo de microparticulas (MP) de GG
(1,5, 2,0 ou 2,5%), reticuladas com AI** (3 ou 5%) e revestidas com filmes de amido
resistente/pectina para a administracdo oral de INS. O método de obtencdo empregado foi
eficiente com rendimento méaximo de 99,10%, além de ter possibilitado a obtencdo de MP
com elevada eficiéncia de encapsulacdo (maximo de 89,11%). As MP apresentaram
diametro médio de 1012 a 1197 um e circularidade variando de 0,68-0,81. A analise de
microscopia eletronica de varredura indicou que o aumento da concentracdo de GG foi
responsavel pela obtencdo de MP mais esféricas e que a INS alterou o rearranjo das
estruturas. A secdo transversal mostrou um revestimento continuo e intacto. De acordo
com os dados de difracdo de raios-X, as MP apresentaram estruturas semicristalinas. A
absorcdo de liquidos foi menor em meio acido (218-615%) do que em tampao fosfato pH
7,4 (432-812%) e 6,8 (373-703%) e o modelo cinético de Korsmeyer-Peppas foi o que
melhor retratou 0 mecanismo de penetracdo de liquidos nas amostras, indicando que esse
ocorreu por difusdo Fickiana (caso-1). Ensaios de degradacdao enzimatica revelaram que o
sistema desenvolvido foi capaz de proteger a INS contra a degradacdo em até
aproximadamente 80% apds 120 min de incubagdo com tripsina e a-quimotripsina. Os
estudos de liberacdo in vitro da INS foram realizados em aparato | e IV e os resultados
demonstraram que o revestimento desenvolvido ofereceu um maior controle da liberacao
da INS, com reduzidas taxas de liberagdo em meio é&cido, além de prolongar a liberacdo
nos outros meios estudados. Os perfis de liberacdo originados a partir de ensaio em aparato
I e IV tiveram melhor ajuste aos modelos cinéticos de Weibull e Korsmeyer-Peppas e
Higuchi e Korsmeyer-Peppas, respectivamente. Ensaios ex vivo de bioadesdo indicaram
que as amostras obtidas com 2,0 e 2,5% de GG geram maiores forgas mucoadesivas (Fma).
A permeacdo ex vivo da INS foi realizada através das técnicas de intestino invertido e
intestino ndo invertido, tendo esta ultima revelado a importancia do revestimento para o
aumento da permeabilidade da insulina, a qual alcancou valores de até 84%. As MP foram
capazes de modular a abertura das juncdes paracelulares, contribuindo para o aumento da
permeacdo da INS através das células Caco-2. Todas as MP produzidas induziram um
importante efeito hipoglicemiante, com redu¢do méxima da glicemia sanguinea de 51%. O
efeito foi mantido por até 7h. O conjunto de resultados sugere o uso das MP de GG
revestidas com amido resitente/petina como um sistema carreador da INS, contornando
problemas especificos, como os de permeabilidade intestinal e biodisponibilidade oral.
Palavras-chave: microparticulas, goma gelana, amido resistente, pectina; insulina,
liberacdo colon-especifica.
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Abstract

Gellan-based microparticles coated with films of resistant starch/pectin as strategy
for oral administragéo of insulin.

ABSTRACT

The development of a system that enables the oral administration of insulin (INS) is a
major challenge, since the INS can be degraded in the upper portions of gastrintestinal tract
(GIT). Its encapsulation within polymer matrices based on gellan gum (GG) should offer
significant protection against the adverse conditions of the GIT, in addition to establishing
mucoadhesive interactions. The coating of solid dosage forms with type 3 resistant starch
is a rational strategy to achieve the colon specific drug delivery. Pectin also adds important
properties in this sense, since it is resistant to proteases and amylases. The aim of this work
was to obtain and to characterize GG MP (1.5, 2.0 or 2.5%), crosslinked with AI** (3 or
5%) and coated with films resistant starch/pectin for the oral administration of INS. The
method employed was effective with a maximum vyield of 99.10%, besides having allowed
the obtaining of MP with a high encapsulation efficiency (up to 89.11%). The MP showed
a mean diameter from 1012 to 1197 pum and circularity ranging from 0.68 to 0.81. The
scanning electron microscopy indicated that the increase of the concentration of GG is
responsible for obtaining more spherical MP and that INS is responsible for changing the
rearrangement structures. The cross section showed a continuous and intact coating.
According to the data of X-ray diffractograms, the MP have semi-crystalline structures.
The liquid uptake was lower in acid media (218-615%) than in phosphate buffer pH 7.4
(432-812%) and 6.8 (373-703%) and the Korsmeyer-Peppas model was the best fitting for
the liquid penetration mechanism in the samples, indicating that this occurred by Fickian
diffusion (case-1). Enzymatic degradation tests showed that the system is able to protect the
INS against degradation by up to approximately 80% after 120 min of incubation with
trypsin and o-chymotrypsin. The in vitro release studies of INS were performed in
apparatus | and IV, and the results showed that the coating developed offered a greater
control of INS release, with reduced release rates in acidic medium, besides prolonging the
release in the other media studied. Release profiles derived from the test apparatus | and IV
fitted better to the kinetic model Weibull and Korsmeyer-Peppas and Higuchi and
Korsmeyer-Peppas, respectively. Ex vivo bioadhesion test indicated that the samples
obtained with 2.0 and 2.5% GG generate higher mucoadhesive forces (Fua). The ex vivo
INS permeation was analyzed by the techniques of inverted and non-inverted intestine, and
the latter revealed the importance of the coating to the increase of INS permeability. MP
showed to modulate the opening of tight junctions, contributing for the INS permeation in
both Caco-2 cells and in excised rat intestinal tissues. All MP induced a significant
hypoglycemic effect with a maximum reduction in blood glucose of 51%. The effect was
kept for up to 7h. The set of results suggests the use of the GG MP coated with resistant
starch/pectin as INS carrier to enhance its permeability through the intestinal epithelium
and its bioavailability after oral administration.

Key-words: microparticles, gellan gum, resistant starch, pectin; insulin, colon specific
delivery.
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ORGANIZACAO DA TESE

A Tese a seguir, entitulada "Microparticulas de Goma Gelana Revestidas com
Filmes de Amido Resistente/Pectina como Estratégia para Administracdo Oral de

Insulina", encontra-se estruturada em 9 capitulos e 1 anexo.

O Capitulo I, referente a Introducdo, Revisdo Bibliografica e Objetivos, tem por
objetivo contextualizar o leitor quanto ao cenario da Diabetes mellitus e as tecnologias
exploradas para o desenvolvimento de sistemas que possibilitem a administracdo oral de
insulina, bem como fornecer o embasamento necessario para a melhor compreensdo dos

resultados discutidos.

A parte experimental, desenvolvida no Laboratdrio de Farmacotécnica e Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAR/UNESP) e
no Laboratorio de Biofarméacia da Universidade D'Auvergne (Clermont-Ferrand, Franca), é
descrita ao longo de 8 capitulos, sendo cada um deles organizado em 3 secdes: Introducéo,
Materiais e Métodos e Resultados e Discussdo. Os capitulos estdo dispostos com 0s

seguintes temas:

Capitulo 1I: Desenvolvimento das microparticulas.

Capitulo I1: Caracterizacéo fisico-quimica.

Capitulo IV: Estudos de liberacéo in vitro da insulina.

Capitulo V: Estudos de mucoadesao ex vivo.

Capitulo VI: Estudos de permeabilidade ex vivo.

Capitulo VII: Estudos de permeabilidade em monocamadas de células Caco-2.
Capitulo VIII: Estudos de atividade hipoglicemiante oral in vivo.

Capitulo IX: Conclusdes Gerais.
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Capitulo I - Shnodugio

1. INTRODUCAO

A Diabetes mellitus (DM), doenca metabolica crénica que afeta mais de 371
milhGes de pessoas no mundo, independentemente do sexo, idade ou raga, representa a
sexta causa mais comum de morte no mundo (JOSE et al.,, 2012; SONIA; SHARMA,
2012; BABU et al.,, 2008; DANEMAN, 2006). Essa patologia é caracterizada pelo
aumento anormal e constante dos niveis de glicose no sangue e suas complicacfes podem
levar & retinopatia, insuficiéncia renal e neurotrofia (DAMGE et al., 2008).

A DM pode ser classificada em dois principais tipos: (i) diabetes tipo | (insulino-
dependente), a qual é causada pela destruicdo autoimune das células beta-pancreaticas,
impedindo a producdo de INS (hormdnio regulador da glicemia) e (ii) diabetes tipo Il
(insulino-independente), caracterizada pela resisténcia a INS (REIS; DAMGE, 2012), a
qual afeta 90% da populacdo diabética no mundo (GERMINO, 2011).

O tratamento da DM-I € realizado através da administracdo subcutanea diéria de
insulina (INS) a fim de suprir a secrecao fisiologica deficiente, enquanto que a utilizagédo
de medicamentos hipoglicemiantes orais € a base do tratamento da DM-I1I. No entanto, 0s
diabéticos tipo Il podem, com o tempo, necessitar de INS exdgena para o controle
adequado da glicose no sangue (SONIA; SHARMA, 2012).

Apesar da administracdo da INS via subcutanea mostrar-se eficiente em termos de
biodisponibilidade, por ser invasiva causa desconfortos que vdo desde a dor, infeccdo
local, lipoatrofia seguida de depressbes irregulares da pele até problemas psicolégicos,
diminuindo, dessa maneira, a adesdo do paciente ao tratamento (REIS; DAMGE, 2012;
BABIKER; DATTA, 2010).

Vérias estratégias tém sido abordadas no intuito de possibilitar uma via alternativa
para a administracdo da INS. Nesse sentido, sistemas para administracdo nasal (ZHANG et
al., 2011b), retal (ONUKI et al., 2000), pulmonar (CHONO et al., 2009), transdérmica
(YERRAMSETTY et al., 2010), e oral (PEPPAS; KAVIMANDAN, 2006) tém sido
desenvolvidos. Contudo, a via oral é considerada a mais conveniente, ja que, por ser mais
segura e natural, leva a maior aceitacdo e adesdo do paciente ao tratamento
(ALEXANDER, 2009).

Na verdade, a vantagem mais importante da administragdo oral da INS é que ela é
um dos poucos farmacos beneficiados pela metabolizacdo pre-sistémica, de modo que, ao
ser absorvida pelo epitéelio intestinal e alcancar o figado através da veia porta hepatica,
inibe diretamente a producdo de glicose, pois mimetiza a secrecdo natural de INS pelas
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ilhotas de Langerhans. Tal efeito ndo é alcangado atraves da administracdo parenteral, uma
vez que somente 20% da INS injetada alcanca o figado (PEPPAS; KAVIMANDAN, 2006;
PILLAI; PANCHAGNULA, 2001). Dessa maneira, a hiperinsulinemia periférica é
provocada, no intuito de se alcancar niveis hepaticos suficientes de hormonio, o que pode
causar aterogénese, lipogénese, hipoglicemia, ganho de peso e resisténcia a INS (ARBIT;
KIDRON, 2009; KHAFAGY et al., 2007; ARBIT, 2004; STILL, 2002).

No entanto, a principal limitacdo da administracdo oral da INS é que, por ser um
peptideo, ela é degradada no estdmago e duodeno por clivagem das ligacdes peptidicas
pelas enzimas proteoliticas locais (DAMGE et al., 2008; REIS et al., 2008), causando sua
desnaturacdo e mudangas na sua estrutura, conformacéo e bioatividade (HEINEMANN,
2010; UBAIDULLA et al., 2009). Dessa maneira, menos de 0,1% da dose oral de INS
alcanca a circulacdo sanguinea na forma intacta (KUMAR et al., 2006).

Assim, o grande desafio da utilizacdo da via oral para administracdo da INS reside
na sua protecdo contra ataques enzimaticos nos segmentos superiores do TGl, a fim de
maximizar sua biodisponibilidade. Nesse sentido, estratégias, como modificacdes quimicas
do bioativo, uso de inibidores de protease e promotores de absorcdo, desenvolvimento de
formas farmacéuticas coloidais e sistemas colénicos tém constituido importantes objetos de
pesquisa (MARONI et al., 2012; CHONO et al., 2009; WOITISKI et al., 2009).

O colon apresenta caracteristicas particulares, como pH proximo a neutralidade,
tempo de transito relativamente longo e baixa atividade enzimatica (enzimas proteoliticas)
que o torna um favoravel sitio de absorcdo de peptideos e proteinas (MENINNI et al.,
2012; PERERA et al., 2010) e que podem ser exploradas para a vetorizagdo da liberagao
dessas substancias.

A importancia dos sistemas microparticulados também deve ser evidenciada, uma
vez que estes podem aprisionar os farmacos de origem protéica em uma matriz polimérica,
oferecendo protecdo contra degradacdo enzimatica, além de oferecerem vantagens em
relacdo aos sistemas monoliticos, como uma distribuicdo mais homogénea ao longo do
TGl e tempo de transito mais previsivel, 0 que promove uma absorcdo mais regular
(ZERBINI, 2010).

O revestimento de formas farmacéuticas solidas com polimeros degradaveis pela
microbiota coldnica representa uma importante ferramenta tecnologica para se alcancar a
liberacdo colon-especifica de farmacos (AKHGARI et al., 2006). Isso se justifica pelo fato
de a atividade enzimatica especifica do meio colénico representar a estratégia mais

confiavel para direcionar substancias para o colon, pois as propriedades pH dos fluidos e
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tempo de transito gastrintestinais apresentam elevada variabilidade inter e intra-individual
(MAIOR et al., 2008; FADDA; BASIT, 2005).

O amido resistente tipo 3 (AR 3), o qual é obtido através do processo de
retrogradacdo, representa uma fracdo do amido que escapa da digestdo nas porcoes
superiores do TGI e é degradado seletivamente pela microflora colénica (CHUNG et al.,
2009, YOON et al., 2009; DIMANTOV et al., 2004). A alta amilose (amido modificado
com elevado teor de amilose) vem sendo considerada o material preferido para obtencdo de
produtos com elevados teores de AR, pois origina uma matriz amorfa onde os cristalitos
ficam embebidos e protegidos da exposicdo as enzimas (HTOON et al., 2009;
DIMANTOV et al., 2003; FISHMAN et al., 1996).

Filmes de revestimento de AR associados a pectina foram obtidos em recente
trabalho de nosso grupo de pesquisa e suas propriedades mecanicas (resisténcia a
perfuragéo e elongamento na perfuragédo), de intumescimento e de barreira (permeabilidade
ao vapor d’agua) foram avaliadas, demonstrando que essa associag@o permitiu a obten¢do
de propriedades filmdgenas adequadas. Os resultados obtidos revelaram ainda que 0s
filmes desenvolvidos apresentam caracteristicas promissoras para a obtencdo de sistemas
de liberacdo célon especifica de farmacos, tais como os elevados teores de AR (65,80-
96,69%) e a consequente resisténcia a digestdo enzimatica nas porcdes superiores do TGl,
bem como reduzida dissolucdo em meio acido (MENEGUIN et al., 2014; MENEGUIN,
2012).

Considerando que a maioria dos peptideos e proteinas é escassamente absorvida no
intestino devido ao seu elevado peso molecular e hidrofilia (KHAFAGY et al., 2007,
PEPPAS, 2004), os sistemas poliméricos bioadesivos representam uma importante
abordagem para o éxito da liberacéo sitio especifica e da maximizacdo da permeabilidade e
absorcdo do farmaco, uma vez que imobilizam o farmaco no 6rgdo alvo, prolongando o
tempo de contato entre o farmaco e a mucosa e elevando o gradiente de concentragéo local
do farmaco (ANDREWS et al., 2009; KHAFAGY et al., 2007; PEPPAS, 2004).

A GG é um polissacarideo anidnico linear e hidrofilico, que apresenta importantes
propriedades bioadesivas (CARDOSO, 2014; PREZOTTI et al., 2014; NARKAR et al.,
2010; SALAMAT-MILLER et al., 2005). Por ser considerado um material seguro segundo
a FDA, e devido a sua habilidade em formar MP na presenca de cations, como 0s ions
Ca*?, a GG tem sido empregada na obtencdo de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos (PREZOTTI et al., 2014; BABU et al., 2010; RAJINIKANTH; MISHRA, 2007;
AGNIHOTRI et al., 2006; PATIL et al., 2006).
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Reddy e Tammishetti (2002) pesquisaram a influéncia de ions metélicos divalentes
e trivalentes na formacédo de particulas de goma guar e concluiram que a reticulagdo com
fons AlI*® ocorreu mais rapidamente do que com fons Ca*?, atribuindo tal efeito a maior
valéncia dos fons Al*3. Foi verificado nesse mesmo estudo, que para se encapsular uma
concentracdo méaxima de albumina foi necesséaria uma quantidade menor de sais de Al*.
Além disso, a valéncia dos ions também teve influéncia na liberacdo da proteina, a qual foi
liberada por um prolongado periodo de tempo em fluido intestinal simulado a partir das
particulas reticuladas com ions trivalente, ao contrario das particulas reticuladas com ions
divalente.

Com base nos fatos expostos, o0 uso de filmes de AR/pectina para o revestimento de
MP mucoadesivas de GG reticuladas com Al*® representa uma estratégia racional para se

alcancar a liberacdo colon especifica da INS administrada oralmente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Diabetes mellitus (DM)
Segundo IFD (International Diabetes Federation) (2014), existem hoje no mundo
387 milhdes de pessoas com Diabetes mellitus, contra 171 milhdes no ano de 2000, sendo

que 4,8 milhdes de pessoas morreram em 2012 devido a essa patologia (Fig. 1).

Figura 1 - Panorama mundial da DM.
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Adaptado de: International Diabetes Federetion
(http:/lwww.idf.org/worlddiabetesday/toolkit/gp/facts-figures, acesso em 23/10/2013)

A DM ¢é uma condicdo patoldgica na qual o pancreas ndo produz INS ou a INS
produzida ndo pode ser aproveitada pelo organismo, levando a hiperinsulinemia. Esta, por
sua vez, conduz a danos principalmente nos nervos e vasos sanguineos, como aterosclerose
seguida de faléncia cardiaca, insuficiéncia renal, amputacdo dos membros inferiores,
derrame cerebral e cegueira (REKHA; SHARMA, 2013).

Esta patologia pode ser classificada em dois tipos principais: DM tipo I, na qual a
producdo de INS ¢ ausente ou insuficiente e DM tipo |1, na qual existe a producdo de INS,
no entanto, as células ndo a utilizam efetivamente. Um terceiro tipo de DM é conhecido
como diabetes gestacional e é desenvolvida durante a gravidez (REKHA; SHARMA,
2013).
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2.2  Tratamento da DM Il

O tratamento da DM é realizado de acordo com o tipo e grau de evolugcdo desta
patologia. A DM-I1I se manifesta mais comumente apds os 30 anos de idade, em pessoas
obesas ou idosas e seus portadores sdo tratados, inicialmente, com hipoglicemiantes orais
(ASCHE et al., 2011), os quais sdo divididos de acordo com 0 mecanismo de agéo em:
farmacos que incrementam a secrecdo pancreética da INS (sulfuniluréias e glinidas),
redutores da velocidade de absorcdo de glicidios (inibidores das alfaglicosidases),
farmacos que diminuem a producdo hepatica de glicose (biguanidas) e que aumentam a

utilizacdo periférica da glicose (glitazonas) (Tab. 1).

Tabela 1 - Tratamento da DM-I1 com hipoglicemiantes orais.

Medicamentos Mecanismo de acdo | Glicemia de Efeitos colaterais
Jejum (mg/dL)

Sulfoniluréias

Clorpropamida 1 da secregdo de INS 60-70 Hipoglicemia,
Glibenclamida ganho ponderal
Glipizida
Gliclazida
Gliclazida MR
Glimepirida
Metiglinidas
Repaglinida 1 da secregdo de INS 20-30 Hipoglicemia e
Nateglinida ganho ponderal
discreto
Biguanidas
Metformina | produg@o hepatica 60-70 Desconforto
de glicose abdominal e diarréia
Inibidores de
alfaglicosidase
Acarbose Retardo da absor¢do 20-30 Meteorismo,
de carboidratos flatuléncia e diarréia
Glitazonas
Rosiglitazona Sensibilizadores da 35-65 Edema, anemia e
Pioglitazona INS ganho ponderal

Adaptado de: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), 2006.

O tratamento da DM-II depende muito da capacidade secretoria do pancreas. Dessa
maneira, na fase 1 da patologia, a qual é caracterizada por uma glicemia de jejum entre 100
e 125 mg/dL, recomenda-se a prescricdo de farmacos que ndo aumentem a secregdo
insulinica (Fig. 2). Com a evolucdo da patologia (fase 2), ocorre uma diminui¢do da

secrecdo de INS e, entdo, € comum a prescricdo de um secretagogo combinado com
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sensibilizadores de INS. A fase 3 ocorre ap6s décadas de evolugdo da doenga com a
progressdo da perda de secrecdo insulinica, tornando-se necessaria, em associagdo aos
hipoglicemiantes orais, as injecdes de INS NPH ao dormir. Com a predominancia da
insulinopenia (fase 4), o paciente deve fazer uso de INS NPH antes do desjejum e antes de

se deitar e manter um agente oral sensibilizador de INS (YU et al., 1999).

Figura 2- Algoritmo terapéutico para o tratamento da DM-II segundo a fase de evolugédo
da doenca.
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Adaptado de: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), 2006.

2.3 Tratamento da DM-I

Os portadores de DM-I representam apenas 10% da populacdo diabética mundial,
sendo que esse tipo se manifesta principalmente em criancas e adolescentes quando ja
houve a destruicdo de pelo menos 80% da massa de ilhotas de Langerhans. Seu tratamento
se baseia, principalmente, na INS exdgena, administrada subcutaneamente e deve ser
instituida assim que for feito o diagndstico. No entanto, outras proteinas vém sendo
instituidas no tratamento, como as incretinas (BAVEC, 2014).

As incretinas sdo hormdnios peptidicos produzidos pelo intestino e secretados em
resposta a ingestdo de alimentos ou de glicose por via oral. Essa classe de hormdnios
promove 0 aumento da secrecdo de INS (atividade incretina) e varios hormonios ja foram
identificados com essa atividade, mas os mais importantes sdo o peptideo 1 semelhante ao

glucagon (GLP-1) e o peptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP). Estes sdo

ChMenaguin, A. 3, 30



Capitulo 1 - Revisic SSibliogrifica

rapidamente liberados do intestino apds as refei¢des, alcancando a circulacdo sanguinea
seguida das células alvos, onde se ligam aos receptores G especificos acoplados a proteina,
ativando as vias de sinalizacdo (CREUTZFELDT, 2001).

O GLP-1 é um peptideo de 30 aminoacidos (aa) derivado do pré-pro-glucagon e
secretado pelas células L intestinais localizadas no TGI terminal. O GLP-1 diminui a
secrecdo de glucagon, suprime o apetite e retarda o esvaziamento géastrico. Pode ainda
diminuir a apoptose das células B e induzir sua proliferagdo. Em pacientes diabéticos II, a
infusdo de GLP-1 aumenta a liberacdo de INS e reduz rapidamente a concentracdo de
glicose no sangue (KJEMS et al., 2003; JUHL et al., 2000). Uma limitagéo do uso da
GLP-1 é sua rapida degradacdo enzimética no sangue pela dipeptidil-peptidase-4 (DPP-4),
podendo ser administrado concomitantemente inibidores de DPP-4. A exenatida e
liraglutida séo exemplos de analogos do GLP-1 (BAVEC, 2014).

J& os peptideos insulinotropicos dependetes de glicose (GIP) sdo peptideos com 42
aa derivados da proteina pro-GIP e secretados pelas células enddcrinas K presentes
principalmente no TGI proximal apds ingestdo de gordura, carboidratos e fontes de aa. Sua
principal funcdo é a estimulacdo da secrecdo de INS dependente de glicose (FREEMAN,
2009; KIM et al., 2005 a, b), mediada através do aumento dos niveis intracelulares de
AMPc e inibindo os niveis de ATP-K.

A INS foi isolada do péancreas animal em 1922 por Banting e Best (BANTING;
BEST, 1922), tendo a sequéncia de aa determinada na metade desse século. Mais tarde,
Katsoyannis foi responsavel pela primeira INS sintética. Entdo, as pesquisas seguiram
sentido a purificacdo da INS de extratos pancreaticos de boi e porco, as quais tém uma
semelhanca muito grande com a INS humana. A INS suina difere em um Unico aa,
substituicdo de alanina ou treonina na posicdo B30, enquanto que a bovina tem esta
modificacdo mais as substituicGes de alanina por treonina em A8 e valina por isoleucina
em A10 (DUARTE, 1997). Estas modificacGes nao resultam em mudanca apreciavel da
atividade bioldgica, no entanto, muitas pessoas se mostram alérgicas a INS animal.

Em meados dos anos 1980, surge entdo, a INS obtida através das técnicas do DNA
recombinante (INS biossintética) ou atraves da modificacdo enzimatica da INS suina e, em
seguida, obtém-se os primeiros analogos da INS através da evolucdo da genetica, alterando

sua farmacocinética.
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2.4 Insulina

2.4.1 Estrutura quimica

A INS é um polipeptidio de massa molar 5800 Da sintetizada no pancreas pelas
células B das ilhotas de Langerhans, a partir de uma molécula maior chamada pro-INS.
Esta ¢ composta por 3 cadeias: cadeia A, contendo 21 aa e uma ponte dissulfeto
intrapeptidica, cadeia B, com 30 aa e ligada a cadeia A por duas pontes dissulfeto e a
cadeia C que possui 33 aa (Fig. 3). A pro-INS é clivada enzimaticamente para gerar a INS
(que possui somente as cadeias A e B interligadas por duas pontes dissulfeto) e um
peptideo de conexdo intramolecular, chamado peptideo C. As duas moléculas sdo
armazenadas nos mesmos granulos (complexo de Golgi) e s&o secretadas em uma razéo
equimolar quando a célula B é estimulada (GENUTH, 2008; DAVIS, GRANNER, 1996;
NOLAN, 1971).

Figura 3 - Estrutura da pré-INS humana ,composta por 3 cadeias de aa interligadas através
de pontes dissulfeto.

FONTE: GENUTH, 2008.

Apesar da composicao varidvel das cadeias de aa entre os diferentes tipos de INS,
existem 10 residuos em cada cadeia que sdo invariaveis e responsaveis pela integridade
estrutural da molécula e definem a conformacao da estrutura primaria da INS, enquanto o
rearranjo tridimensional da proteina se deve aos residuos variaveis. A conformacao

estrutural da INS é fundamental para sua atividade hipoglicemiante (CHIEN, 1996).
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Em condicg6es fisiologicas, a INS se encontra em baixas concentragdes e na forma
de molécula monomérica, para que possa exercer sua atividade. No entanto, quando em
altas concentracdes (> 10uM), a INS dimeriza através dos residuos apolares de seus
mondmeros (BRANGE et al., 1987). A associacdo de 3 dimeros leva a formacdo de
hexameros, o0 que geralmente ocorre na presenca de zinco (comportamento explorado para
desenvolvimento de INS com longa duragdo de acdo), sendo que a INS na forma de
hexamero ndo se liga ao seu receptor, tendo que se transformar lentamente para a forma de

mondmeros para se tornar biologicamente ativa (Fig. 4).

Figura 4 - Dissociacdo do hexadmero de INS para absor¢édo
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FONTE: MENEGUIN, 2016.

2.4.2 Solubilidade

A solubilidade da INS depende de uma série de fatores como sua pureza, natureza
do solvente, pH, temperatura e concentracao de ions metalicos. Quando em meio aquoso, a
INS pode precipitar em valores de pH proximos do seu ponto isoelétrico (Tab. 2). Ja
quando ha uma elevada concentracdo de sais em uma solugdo, ocorre o aumento da forca
ibnica seguida da diminuicdo da solubilidade da INS, fazendo com que esta seja excluida
da fase aquosa, na forma de precipitado, ou com separacdo de uma segunda fase liquida -
“salting out” (BRANGE et al., 1987).

A INS humana em pé pode ser solubilizada em acido acético diluido em pH entre
2-3 na concentracdo de 10 mg/mL e em HCI 0,01M na concentracdo de 20 mg/mL. E
insolivel em pH neutro, mas pode ser solubilizada em NaHCO3; 125 mM. Contudo, as
solugdes estoque alcalinas devem ser evitadas, ja& que favorecem a deamidacdo e

agregacao. Uma solucéo estoque pode ser armazenada por até 6 meses, em temperatura
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entre 2-8°C, se filtrada em membrana ou se contiver algum agente bacteriostatico. Ciclos
repetidos de congelamento-descongelamento devem ser evitados (HELMERHORST,;
STOKES, 1987; LOUGHEED et al., 1981).

Tabela 2 - Propriedades fisicas da INS humana em pé (Sigma®).

Aparéncia Pé branco

Atividade 27,5 Ul/mg

Conteldo de zinco tipico <1%

Perda por secagem <10%

Contetdo de pro-INS <1 ppm

Massa molar ~ 6000

Ponto isoelétrico 5,30-5,35

Solubilidade 20mg/mL em HCI 0,01 M

2.4.3 Secrecéo

A secrecdo fisiologica de INS ocorre atraves de estimulos que podem ser
ocasionados por substancias especificas como a glicose, a arginina e as sulfoniluréias ou
por estimulos neurais, enddcrinos e alguns agentes farmacoldgicos. Contudo, a glicose
fisioldgica é o maior estimulante. Assim, a glicose é absorvida pelas células intestinais por
meio dos receptores GLUT-2 e é oxidada pelas glicoquinases (Fig. 5). Em baixas
concentragdes (<90mg/dL), ocorre um efluxo de K™ através de canais de Katp abertos, o
gue mantém a membrana das células com um potencial negativo em que os canais de Ca**

voltagem-dependente estdo fechados.
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Figura 5 - Secrecdo fisioldgica da insulina
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Adaptado de: Sociedade Brasileira de Diabetes (SDB). Disponivel em: http://www.diabetes.org.br/ Acesso
em 04/04/2013.

No entanto, com o aumento de glicose no plasma, a glicose é captada e o
metabolismo pelas células é aumentado. O aumento na concentracdo de ATP em resposta
ao fechamento dos canais de Katp leva a despolarizacdo da membrana, a abertura dos
canais de Ca** voltagem-dependente, ao influxo de Ca®*, a0 aumento da concentracio de
calcio intracelular e a exocitose de INS dos granulos (GRIBBLE; ASHCROFT, 2000).

2.4.4 Farmacologia

A INS é o principal hormdnio anabolico que regula o metabolismo dos carboidratos
e da gordura, ja que facilita a entrada da glicose nas células e aumenta a sintese de
glicogénio, acidos graxos e proteinas. Quando administrada subcutaneamente apresenta
diversos efeitos colaterais e atinge alvos ndo desejados, como 0s musculos e 0s rins
(FESKENS; KROMHOUT, 1994; HENRY et al., 1993).

A administracdo da INS através das vias subcuténea, pulmonar, nasal e bucal leva a
liberacdo do farmaco para a circulacdo sisttmica, sendo que somente uma pequena
porcentagem (aproximadamente 20%) alcanca o figado, primeiro sitio de acdo, segundo a
fisiologia. O excesso de INS na circulacédo periférica pode levar a hipoglicemia, resisténcia
insulinica, lipodistrofia, alergia, dentre outras complicagdes (STILL, 2002).

A administracdo oral da INS (Fig. 6) apresenta importantes vantagens, uma vez que
mimetiza a dindmica fisiologica da INS enddgena, ou seja, atinge primeiramente o figado,
via circulacdo porta-hepética e, somente depois, os tecidos periféricos. Dessa forma, 0s

niveis de INS na circulacdo sisttmica permanecem reduzidos, diminuindo os episddios de
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hipoglicemia. No entanto, esta via impde diversas barreiras a absor¢do de farmacos,
particularmente as proteinas e peptideos.

Figura 6 - Distribuicao da INS administrada pelas vias subcutanea (A) e oral (B).

A

=

FONTE: REKHA; SHARMA, 2013.

2.4.5 Mecanismo de acdo

O receptor de INS é uma proteina heterotetramétrica, isto é, é constituido de duas
subunidades o (extracelular) e duas subunidades P (intracelular), com atividade quinase
(Fig. 7). Quando a INS se liga a subunidade o do receptor ocorre ativa¢do da subunidade
através da autofosforilacdo da regido intracelular do receptor. A fosforilacdo também
ocorre em outras proteinas e nos substratos dos receptores de INS (IRS1, 2, 3, 4). A
fosforilacdo das IRSs cria sitios de ligagdo para a fosfatidilinositol-3-quinase (P13-K)
ocorrendo sua ativacdo (CARVALHEIRA et al., 2003).

Entre os principais efeitos dessa cascata estimulada pela INS estdo a translocacao
de transportadores da glicose (Glut-4) até a membrana plasmatica, onde eles facilitam a
difusdo da glicose para dentro da célula; o desvio do metabolismo intracelular da glicose
em direcdo ao armazenamento, como glicogénio pela ativagdo da glicogénio-sintase; o
estimulo da captacdo celular de aa, fosfato, potassio e magnésio; o estimulo da sintese
proteica e a inibicdo da protedlise; e a regulacdo da expressdo de genes por meio de
elementos regulatorios de INS (IREs) em moléculas-alvo de DNA (GENUTH, 2008).

ChMenaguin, A. 3, 36



Capitulo 1 - Revisic SSibliogrifica

Figura 7 - Mecanismo de acdo da INS
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2.4.6 Analogos sintéticos da insulina para administracédo parenteral

A principal diferenca entre os analogos sintéticos de INS (Tab. 3) consiste na
velocidade com que a INS injetada é absorvida do tecido subcutdneo para a corrente

sanguinea, iniciando assim a sua a¢do, € no tempo que 0 organismo precisa para absorver

toda INS administrada, que corresponde ao seu tempo de acédo (Fig. 8).

Atualmente, a INS humana € produzida através da tecnologia do DNA
recombinante, a qual consiste, basicamente, da insercdo de genes da INS humana ou da
pré-INS em microrganismos, como a Escherichia coli (KAMIONKA, 2011). Existem dois
tipos principais de analogos de INS no mercado, os de curta duragdo, ou seja, de acdo

regular e intermediéria e os de liberagdo controlada, destinados a fornecer o nivel basal de

INS para o dia.
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Tabela 3 - Resumo das principais caracteristicas dos analogos da insulina.

Tipo de insulina Iniciodaagdo  Duracgéo (horas) Tempo até o pico
(horas)

Acdo rapida

Regular 15a 30 min 6a8 2a25

Acdo muito rapida

Lispro 15 min 4a6 la?2

Aspart 15 min 4a6 la?2

Glulisina 15 min 4a6 la2

Acdo intermediaria

NPH 1 a2 horas 10a14 4a8

Acéo longa

Detemir 2 a 3 horas 9a24 Sem pico

Glargina 1,5 a 3 horas 20a 24 Sem pico

Figura 8 - Perfil farmacocinético dos diferentes tipos de insulina

Aspartica / Lispro / Glusilina

Regular

Niveis de insulina no plasma

ADAPTADO DE: CAMPOS, 2011.

O principio basico da reposicdo de INS é fornecer um suprimento lento, continuo e
de longa duracdo que simule a secrecdo basal interprandial e noturna das células beta
normais. Além disso, uma forma de acao rapida e relativamente curta de INS administrada
antes das refeicdes mimetiza a rapida secrecdo normal de INS estimulada pelas refei¢des
(MOORADIAN et al., 2006; HIRSCH, 2005; SKYLER, 1998).

2.4.6.1 Insulina rapida (regular)
Também conhecida como INS cristalina, tem como caracteristica a associacao de
seis moléculas com uma molécula de zinco para formar hexameros, 0os quais devem se

dissociar em mondémeros antes da absor¢do. Por esse motivo, seu pico maximo de
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atividade ocorre 120-150 min apds a injecdo e deve ser administrada 30-40 min antes das
refeicBes. Seu inicio de acdo € de 15-30 min ap6s a inje¢do subcuténea e sua agdo dura de
6-8 horas.

2.4.6.2 Insulina de acdo muito réapida

Vaérios analogos da INS foram desenvolvidos com o intuito de evitar a formacao de
hexdmeros e aumentar a velocidade de absorcdo. Na INS lispro, a lisina e prolina sao
trocados nas posicOes 28 e 29 da cadeia B. Com a INS aspart, 0 acido aspértico substitui a
prolina na posigdo 28 (RASKIN et al., 2000). Na INS glulisina, a lisina toma o lugar da
asparagina na posicdo 3 e o acido glutamico substitui a lisina na posi¢do 29 (ROBINSON;
WELLINGTON, 2006). O inicio de acdo dessas INS se d& 15 min apds a administracéo, o
pico maximo de atividade entre 1 e 2 horas e sua ag&o dura de 4-6 horas. Dessa maneira, a
INS administrada antes das refeicdes fornece um perfil plasmatico semelhante aquele da
secrecdo normal da INS, tendo como maior vantagem a reducdo de picos glicémicos pos-
prandiais e a diminuicdo da hipoglicemia resultante da acdo tardia da INS regular (DEL
SINDACO et al., 1998; GARG et al., 1996).

2.4.6.3 Insulina de acéo intermediaria

Também conhecida como INS de acdo intermediaria, a INS NPH — ou Neutral
Protamine Hagedorn — é resultado da conjugacdo da INS com a protamina, na proporcao
de 6:1, a fim de prolongar sua acdo. A reacdo de conjugacao ocorre através da interacao
das cargas positivas da protamina com as cargas negativas da INS em pH neutro. O pico de
atividade da INS NPH ocorre entre 4-8 horas e a acdo dura de 10-14 horas, por isso €

comumente administrada ao deitar. Também é acrescida de Zn.

2.4.6.4 Insulina lenta

A INS glargina e detemir s&o exemplos de INS lentas e sdo utilizadas como INS
basal, pois possibilitam uma liberacdo lenta e continua. A glargina tem duas argininas
adicionais na carboxila terminal da cadeia B da INS, B31 e B32, e tem uma glicina no
lugar da arginina na posicdo A21; enquanto que a detemir ndo possui treonina na posicao

B30 e é acrescida de uma cadeia de acido graxo C14 na posicao B29. A detemir tem acéo
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longa porque o acido graxo se liga reversivelmente a albumina plasmatica, o que diminui a

sua velocidade de saida do plasma e diminui o acesso as células-alvo.

2.5  Barreiras contra a absorcéo oral de proteinas/peptideos

Uma grande variedade de proteinas com atividade terapéutica tem sido
desenvolvida gracas ao avanco da biotecnologia. No entanto, a biodisponibilidade oral
desses compostos é significantemente reduzida devido a sua alta instabilidade mediante as
porcOes superiores do TGl e a escassa permeabilidade através das células epiteliais
intestinais.

O intestino faz parte do sistema digestivo e tem como principal funcéo a absorcao
de nutrientes e a seguranca do corpo contra a entrada de microrganismos, macromoléculas
e moléculas téxicas. No entanto, esse mecanismo de protecdo também pode se opor a
entrada de farmacos administrados oralmente, sendo a prépria parede intestinal e a camada
de muco, a qual é mais espessa no estdmago e no colon, exemplos de obstaculos fisicos a
permeabilidade de macromoléculas (Fig. 9) (REKHA; SHARMA, 2013).

Da camada mais interna para a mais externa, o intestino delgado é composto pelas
camadas mucosa, submucosa, areolar, muscular, subserosa e serosa, sendo que as trés
primeiras sdo as mais dificeis de serem transpostas pelo farmaco. A camada mucosa,
devido as vilosidades responsaveis pela absor¢do de nutrientes e a camada areolar, por ser
um tecido muito denso com a presenca de vasos sanguineos, linfaticos e nervos, ja que faz
conexao entre as camadas mucosa e muscular (BLANCHETTE et al., 2004).

Dessa maneira, a absorcdo intestinal para a circulacao sistémica pode ocorrer por
diferentes vias (Fig. 9). Na via transcelular, a absorcao ocorre através das células epiteliais
intestinais e das células M (células com micropregas) presentes nas placas de Peyer,
enquanto que na via paracelular, a absor¢do ocorre através do espaco intersticial entre as
células e € mediada pelas juncdes paracelulares, sendo restrita, portanto, aos solutos
pequenos, ions e a agua e, por isso, é a rota preferencial dos farmacos hidrofilicos
(ANDERSON; VAN ITTALIE, 1995).
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Figura 9 - Barreiras intestinais e vias de permeacao de farmacos
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ADAPTADO DE: REKHA; SHARMA, 2013.

Além das barreiras fisicas, as proteinas e peptideos possuem grande suscetibilidade
a degradacdo enzimatica, a qual se inicia no estdmago, principalmente através da enzima
pepsina, responsavel por 10 a 20% da degradacdo desses compostos, seguindo para 0
duodeno, no qual as serino-endopeptidases, nomeadamente a tripsina, a quimotripsina e as
carboxepeptidases, sdo responsaveis pela continuacdo da degradacdo proteica, de maneira
que somente uma pequena porcentagem (~0,1%) do composto permanece bioativo para
acdo (LANGGATH et al., 1997; IKESUE et al., 1993).

Outra dificuldade referente a absorcdo oral de proteinas e peptideos é a grande
instabilidade fisico-quimica dessas substancias perante o ambiente hostil do TGI superior,
representado por regides de acentuada acidez, secrecdo de sais biliares e suco pancreético,
além da presenga de alimentos e movimentos peristalticos, todos contribuindo para a
alteracdo conformacional e desnaturacdo protéica (TENHOOR; DRESSMAN, 1992).

E importante destacar que a absorcéo oral da INS também é prejudicada devido as
propriedades intrinsecas deste peptideo, tais como elevado peso molecular, hidrofilica e
carga de superficie, os quais dificultam sua permeacgdo através das células epiteliais
intestinais (NIELSEN et al., 2014).

Em face ao exposto, o grande desafio do desenvolvimento de um sistema para
administracdo oral de INS consiste na sua protecdo contra a degradacao/desnaturacdo, bem
como melhoria da permeabilidade intestinal.
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2.6 Estratégias para melhorar a biodisponibilidade da INS administrada
oralmente

O surgimento de um sistema para administracdo oral da INS representaria um
grande avanco na terapéutica da Diabetes mellitus, uma vez que beneficios além do
aumento da adesdo do paciente ao tratamento poderiam ser alcancados, ja que a INS
exerceria sua acdo de maneira muito semelhante a INS endégena (CERNEA; RAZ, 2006).

Sendo a INS um peptideo de aproximadamente 5,8 kDa e com caracteristicas
predominantemente hidrofilicas, sua permeacdo através da membrana intestinal constitui
um grande desafio. Promotores de absorcdo tém sido utilizados com o objetivo de
aumentar a permeabilidade das bicamadas lipidicas das células epiteliais, estando entre os
principais tipos os sais biliares, 0s tensoativos, agentes quelantes de ions célcio e acidos
graxos. Mesiha e colaboradores (1994) observaram que a administracdo oral de INS
(5UI/Kg) em associagdo com acido palmitico levou a reducéo efetiva dos niveis de glicose
sanguinea em ratos diabéticos. Contudo, as mudancas na permeabilidade das membranas
sdo inespecificas, aumentando também a permeabilidade de compostos como bactérias e
virus, além de comprometer varios outros processos bioguimicos, o que € altamente
desfavoravel (BERNKOP-SCHNURCH et al., 2005).

Devido & degradacdo enzimatica constituir uma importante barreira & administracéo
oral de proteinas e peptideos, a utilizacdo de inibidores enziméticos tem sido
extensivamente explorada. Dentre as principais enzimas que se deseja inibir, tem-se a
tripsina, a quimotripsina e as carboxipeptidases e, seus principais inibidores, sdo o inibidor
de tripsina de soja, aprotinina, inibidor pancreatico e mesilato de camostato,
respectivamente (REKHA; SHARMA, 2013). Em relacdo a administracdo oral de INS,
varios grupos de pesquisa tém reportado o aumento da biodisponibilidade com a utilizacéo
de inibidores da tripsina ou quimotripsina (LIU et al., 2003).

No entanto, os inibidores enzimaticos convencionais podem levar a sérios efeitos
colaterais e toxicos devido a falta de especificidade da inibicdo (REKHA; SHARMA,
2013), inibindo a atividade de enzimas participantes da digestdo e alterando a digestéo de
proteinas nutritivas (OTSUKI et al., 1987). Por outro lado, a absorcdo sisttémica desses
compostos pode conduzir a toxicidade sistémica, a hipertrofia do pancreas, prejuizo da
digestdo proteica e alteracbes no metabolismo (MCCAFREY; JAMIESON, 1993).

Segundo Kriwet e Kissel (1996), uma alternativa aos inibidores enzimaticos
tradicionais € o emprego de polimeros com grupamentos carboxilicos no desenvolvimento

de novos sistemas de liberacéo, j& que a sua atividade quelante de célcio evita a degradagéo
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enzimatica causada pelas proteases, as quais necessitam de ions calcio para exercer sua
acdo. Além disso, os quelantes de calcio também podem interferir na absorcéo paracelular
de farmacos por modular a abertura das juncdes paracelulares. Os polimeros utilizados
nesse trabalho (goma gelana, amido resistente e pectina) sdo polimeros aniénicos que
contem grupos carboxilicos e, portanto, devem exercer essa habilidade de se ligarem aos
fons Ca”".

A modificacdo quimica é outra abordagem explorada para o aumento de
biodisponibilidade de proteinas e peptideos oralmente administrados. Alguns tipos de
conjugacdo vém sendo pesquisadas, tal como o uso de ligantes que sdo alvo para
endocitose mediada por receptor. Shah e Shen (1996) desenvolveram conjugados de INS
com transferina e pesquisaram o transporte da proteina terapéutica através das células
Caco-2, concluindo que o transporte foi mediado via receptor de transferina e ndo através
de receptor de INS.

A camada de muco que recobre a superficie dos érgdos que compbe o TGI vem
sendo explorada para o desenvolvimento de formas farmacéuticas mucoadesivas, as quais
apresentam as vantagens de imobilizarem os sistemas de liberacdo num 6rgdo ou tecido
alvo, promovendo um contato mais intimo e por periodos de tempos prolongados, 0 que
favorece o gradiente de concentracdo local e pode melhorar a permeabilidade e a
biodisponibilidade sistémica de farmacos, como aqueles pertencentes as classes Il e IV
segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) (HSEIN et al., 2015).

O processo de bioadesdo ocorre entre dois materiais, dentre 0s quais pelo menos um
é de natureza bioldgica e quando esta superficie bioldgica é a mucosa, 0 processo €
denominado mucoadesdo. As ligacdes bioadesivas estabelecidas num processo
mucoadesivo envolvendo sistemas poliméricos geralmente sdo formadas em 3 etapas
principais (Fig. 10), sendo a primeira correspondente ao contato intimo entre o sistema
polimérico e 0 muco. Num segundo estagio, o contato com 0 muco, composto por 95% de
agua, promove o intumescimento do sistema com relaxamento das cadeias poliméricas, as
quais interpenetram-se com as cadeias de mucina, principal proteina do muco. Finalmente,
um contato mais intimo é estabelecido através de ligagfes quimicas entre as duas
superficies, as quais podem ser ligacdes de hidrogénio, idnicas, covalentes, forcas de Van
der Waals e interacGes hidrofobicas (HSEIN et al., 2015; SMART, 2005; CHICKERING;
MATHIOWTZ, 1999).
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Figura 10 - Representagdo esquematica dos estagios da mucoadesdo
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ADAPTADO DE: VILLANOVA et al., 2015.

O processo de mucoadesdo tém sido explicado por diferentes teorias, incluindo a
teoria eletrénica, da adsorcdo, da molhabilidade, da difusdo, da fratura e a mecanica.
Apesar da complexidade de cada teoria, acredita-se que o processo de mucoadesdo ocorra
através de diferentes mecanismos, os quais ocorrem simultaneamente (LYRA et al., 2007).

Diferentes polimeros tém sido utilizados para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo mucoadesivos, sendo classificados de acordo com sua origem em sintéticos (por
ex., derivados da celulose e polihidroxietilmetacrilato) e naturais (por ex., alginato, amido,
gelana, pectina e quitosana) e, ainda, segundo sua carga de superficie em polimeros nédo-
ibnicos, catidnicos e anibnicos (PARK; ROBINSON, 1984). Contudo, os polimeros
naturais merecem destaque, uma vez que além de apresentarem importantes propriedades
mucoadesivas, séo atoxicos, biodegradaveis, e possuem baixo custo (HSEIN et al., 2015).

A adesividade do sistema é determinada por caracteristicas especificas do polimero,
tais como a hidrofilia/hidrofobia, a tensdo de superficie, a presenca de grupamentos
quimicos determinantes da carga superficial e a flexibilidade das cadeias poliméricas.

O processo de microencapsulacdo € uma estratégia racional para o aumento da
biodisponibilidade oral de farmacos de origem proteica/peptidica, uma vez que o farmaco
permanecera encapsulado no interior de uma matriz polimérica e, consequentemente,

protegido da exposicdo e degradacdo enzimatica. Além disso, 0s sistemas
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microparticulados podem contribuir para o controle das taxas de liberacdo de farmacos e
para a vetorizacdo para tecidos ou 6rgdos especificos (MA et al., 2014). Neste ambito, a
liberacdo sitio-especifica apresenta importantes vantagens biofarmacéuticas e
farmacocinéticas quando comparada aos sistemas convencionais, sendo 0 cdlon
considerado um o6rgdo de exceléncia para absorcdo de proteinas e peptideos, mediante a
reduzida atividade enzimatica, pH mais proximo da neutralidade e tempo de trénsito
prolongado (MAIOR et al., 2008).

Analogamente, os filmes de revestimento também podem proteger o farmaco contra
a degradacdo e controlar a cinética de liberagdo, uma vez que constituem uma barreira
fisica que minimiza o contato com o ambiente acido estomacal e o acesso das enzimas
proteoliticas a proteina (LUO et al., 2008).

A Tabela 4 apresenta algumas estratégias utilizadas para o aumento da

biodisponibilidade da INS administrada oralmente.
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Tabela 4 - Estratégias utilizadas para aumentar a absor¢éo oral de INS usando diferentes sistemas de liberacéo

Estratégia

Sistema

Resultados

Referéncias

Nanocarreador polimérico/

Revestimento muco-penetrante

Sistemas micro/nanoparticulados

Revestimento entérico

Sistemas mucoadesivos

Promotores de absor¢éo

Inibidores enziméaticos

Nanoparticulas auto-organizadas

de

trimetilquitosana revestidas com derivados do &cido

metacrilico

Cépsulas entéricas preenchidas com microparticulas

contendo nanoparticulas de PLGA

Comprimidos de quitosana tiolada

Acidos graxos, surfactantes, quelantes de calcio

Microparticulas de polimetacrilato na presenca dos

inibidores enzimaticos ovomucéide de galinha e

pato
Adicdo  de

dietilenotriaminopentacético (DTPA)

agentes  complexantes

(4cido

Aumento da permeacdo através da mucosa
intestinal e do transporte paracelular

através da abertura das  juncGes
paracelulares

Prolongamento da liberacdo da INS por 24
h e diminuigdo prolongada dos niveis de
glicose no sangue em ratos diabéticos
Aumento da mucoadesdo em 80x em
comparagdo com a quitosana ndo
conjugada, sustentacdo da liberacéo da INS
por até 8 h e biodisponibilidade absoluta de
0,83%

Aumento da permeabilidade da membrana

intestinal

Aumento de estabilidade da INS

Grande efeito protetor contra proteases

LIU et al., 2016
YU et al., 2015.
MILLOTTI et al.,
2014,

WOITISKI et al.,
2008; PARK et al.,
2011

AGARWAL et al.,
2001.

SUetal., 2012.
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2.7  Sistemas de liberacdo modificada de farmacos

As formas farmacéuticas convencionais apresentam diversos inconvenientes
relacionados, principalmente, a rapida liberacdo/acdo do farmaco, 0s quais tornam
necessaria a administracdo repetida do medicamento a fim de manter a concentracdo do
farmaco dentro do intervalo terapéutico. Além disso, a flutuacdo nos niveis plasmaticos é
responsavel pela ocorréncia dos efeitos colaterais, além de representar um risco a
superdosagem (DANCKWERTS; FASSIHI, 1991).

Nesse sentido, os sistemas de liberacdo modificada de farmacos representam uma
valiosa estratégia, pois podem permitir o controle temporal e/ou espacial das taxas de
liberagdo de farmacos (COIMBRA, 2010), mantendo os niveis plasmaticos dentro da
janela terapéutica, reduzindo os efeitos colaterais e a administracdo repetida, fatores que
frequentemente otimizam a biodisponibilidade e aumentam a adesdo do paciente ao
tratamento (MAIOR et al., 2008; RICCI-JUNIOR; MARCHETTI, 2006; SINHA;
KUMRIA, 2003).

Diferentes critérios sdo utilizados para a classificacdo dos sistemas de liberacédo
modificada. Dessa maneira, de acordo com o tipo de material utilizado, esses sistemas
podem ser classificados como poliméricos ou ndo poliméricos e de acordo com o estado
fisico em solidos, liquidos ou semi-sélidos. Outros critérios para classificacdo incluem o
tipo de agente terapéutico incorporado, a via de administracdo e 0 mecanismo que controla
a liberacdo do farmaco (COIMBRA, 2010).

Com o avanco da tecnologia farmacéutica e visando atender a necessidades
especificas, diferentes sistemas tém sido desenvolvidos, como os lipossomas (DICHEVA
et al., 2014, SHAH et al., 2014), os cristais liquidos (OKAWARA et al., 2014), as micelas
(ARRANJA et al., 2014; KRISHNAMURTHY et al., 2014), as nanoemulsdes (KANDADI
et al., 2012), as nanoparticulas (XU et al., 2014), as microparticulas (PREISIG et al., 2014,
SOARES et al., 2013), microesferas (PREZOTTI et al., 2014; MAITI et al., 2011), dentre
outros.

Diversos estudos tém demonstrado a capacidade das microparticulas em proteger o
farmaco encapsulado e manter niveis terapéuticos adequados de farmacos no organismo,
além de vetorizar o farmaco para um tecido ou orgdo alvo e prolongar a liberacdo
(PREZOTTI et al., 2014; MAITI et al., 2011; RICCI-JUNIOR; MARCHETTI, 2006).
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2.8  Sistemas microparticulados

As particulas formadas a partir de um ou mais polimeros e com didmetro que varia
de 1 a 1000 um s@o normalmente denominadas de microparticulas (SILVA et al., 2003).
De acordo com a maneira que um farmaco se encontra distribuido no seu interior, 0s
sistemas microparticulados podem ser classificadas como microcapsulas e microesferas
(COUVREUR; PUISIEUX, 1993).

As microcapsulas sdo sistemas reservatorios onde o farmaco se encontra revestido
pelos polimeros que compdem a membrana da capsula, enquanto que as microesferas sao
sistemas matriciais contendo o farmaco uniformemente disperso ou dissolvido na matriz
polimérica (SILVA et al., 2003; KAS, ONER, 2000; ANDREO-FILHO, OLIVEIRA,
1999) (Fig. 11).

As microcapsulas, por sua vez, podem ser polinucleares, quando o nucleo se
encontra dividido no interior da particula revestida, ou mononucleares, quando ha
existéncia de um sé nacleo. De maneira analoga, as microesferas heterogéneas contém o
farmaco na forma de particulas dispersas, enquanto nas microesferas homogéneas o
farmaco se encontra no estado molecular, ou seja, dissolvido (AFTABROUCHAD;
DOELKER, 1992).

Figura 11 - Tipo de microparticulas quanto a estrutura.

MICROCAPSULAS MICROESFERAS
Mononuclear Polinuclear Heterogéneo Homogénio
- Farmaco Polimero

Adaptado de: SILVA et al., 2003.

Uma vantagem importante da utilizacdo dos sistemas multiparticulados em relacéo
aos sistemas monoliticos € seu tamanho reduzido, o qual proporciona um tempo de transito
mais previsivel e distribuicio homogénea das microparticulas ao longo do TGlI,
promovendo uma absor¢do mais regular e diminuicdo da irritagdo causada pelo acimulo

localizado de farmacos que irritam a mucosa (MAITI et al., 2011; KHAN et al., 2010;
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KULKARNI et al., 2010; ZERBINI, 2010; MAESTRELLI et al., 2008; ZHANG et al.,
2002).

2.8.1 Processo de microencapsulagio

A microencapsulagdo tem sido explorada por diferentes areas, como a cosmética,
alimenticia, agricola e a farmacéutica, sendo que na industria farmacéutica 0 método se
aplica para diferentes fins, como o mascaramento de sabor e odor de farmacos, conversédo
de liquidos em solidos, protecdo do farmaco contra a luz, o calor e a oxidagdo, reducéo da
irritacdo géstrica e producdo de formas farmacéuticas de liberagdo controlada (SILVA et
al, 2003).

Existe um grande nimero de farmacos que quando administrados oralmente sofrem
degradacédo nas diferentes por¢des do TGl e metabolizagdo pré-sistémica antes mesmo de
chegarem ao 6rgdo-alvo e/ou serem absorvidos. Um exemplo classico séo alguns farmacos
antineoplasicos, os quais apresentam biodisponibilidade oral de 5 a 20% (THANKI et al.,
2013), e aqueles de origem proteica e peptidica, como a insulina, com menos de 1 a 2% de
biodisponibilidade (RENUKUNTLA et al., 2013).

A microencapsulacdo é um processo em que pequenas particulas de sélidos,
goticulas de liquido, ou ainda, dispersdes de solidos em liquidos, sdo aprisionados em um
polimero encapsulante, dando origem a microparticulas de dimensfes de 1 a 1000 um
(LAM et al., 2012; NAZZARO et al., 2012). Nesse sentido, o processo de
microencapsulacdo de farmacos representa uma importante estratégia para 0
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos orais, protegendo o farmaco contra
fatores externos, como alcalinidade, acidez, umidade, luz, calor, oxidacdo e evaporacéo,
além de promoverem um efeito terapéutico prolongado (LAM et al., 2012; MA et al.,
2009).

As MP poliméricas podem ser produzidas por diferentes técnicas, sendo que a
técnica de obtencdo é responsavel pela preservacdo e estabilidade do farmaco (SILVA et
al., 2003). Assim, as MP podem ser obtidas através de (a) processos quimicos (método de
polimerizacdo interfacial), (b) processos mecanicos (revestimento em leito fluidizado,
evaporacdo do solvente e spray-drying) e (c) processos fisico-quimicos (coacervagao ou
separacgdo de fases e gelatinizacdo ionotropica) (LAM; GAMBARI, 2014).

Resumidamente, a técnica de obtengdo de MP através da polimerizacdo interfacial

ocorre pela polimerizacdo de um mon6émero sobre a gota ou particula, o qual origina uma
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parede polimérica. Este método apresenta a vantagem de possibilitar a encapsulacdo de
grandes quantidades de farmaco (COUVREUR et al., 2002), bem como a possibilidade de
controlar com eficécia a espessura da membrana a ser formada através da utilizacdo de
diferentes ménomeros (BANSODE et al., 2010; SINGH et al., 2010; SILVA et al., 2003).
No entanto, uma grande limitacdo € a dificuldade do controle das reacBes de
polimerizacdo, a estabilidade do farmaco nas condi¢bes reacionais, a presenca de
mondmeros nao polimerizados e a perda de farmacos hidrossoliveis durante os estagios de
lavagem (YEO et al., 2001).

O revestimento em leito fluidizado aplica-se aos farmacos sélidos, 0s quais tem
suas particulas suspensas em um jato de ar seguido pela pulverizacdo de uma dispersdo
polimérica, levando a formacdo de uma parede solidificada devido a evaporacdo do
solvente. Esse método permite o total controle das temperaturas empregadas para a
secagem e possui um baixo custo de operacdo, no entanto € um processo relativamente
longo e que pode levar a aglomeracdo de particulas (FANG; BHANDARI, 2012;
SANTIVARANGKNA et al., 2007).

Outra método utilizado é por spray-drying, no qual a dispersdo polimérica acrescida
de farmaco é atomizada em uma corrente de ar quente, levando a evaporacdo do solvente
com consequente formagao das MP. E um método que n&o limita a escolha dos polimeros e
leva a alta eficiéncia de encapsulacdo, mas pode levar a obtencdo de MP ndo uniformes,
com alteracdo do polimorfismo do farmaco e um baixo rendimento (YEO et al., 2001).

No método mecanico de microencapsulacéo por evaporacdo do solvente, é formada
uma dispersdo de polimero e farmaco em um solvente e o sistema € mantido em agitacéo.
A remocdo ou evaporacdo do solvente das gotas poliméricas, provocados pela aplicacdo de
calor ou pressdo reduzida, ocasiona a contracdo do material de revestimento em torno do
farmaco, produzindo as MP, as quais, frequentemente, encapsulam baixa quantidade de
farmaco (HE et al., 2012).

A coacervacdo, também conhecida como separacdo de fases, refere-se a
dessolvatacdo de um polimero e a sua separacdo da solugdo polimérica em duas fases
liquidas imisciveis entre si, podendo se iniciar através da mudanca de pH, alteracdo da
temperatura, adi¢do de um sal, ou adicdo de um “ndo-solvente”. E considerado um
processo simples, econdmico e que fornece particulas com alta eficiéncia de encapsulagao
e de tamanho homogéneo (YEO et al., 2001).

A técnica de emulsificagdo/solidificacdo se baseia, primeiramente, na formacédo de

uma emulsdo, na qual as goticulas da fase interna serdo solidificadas para originar as MP
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(DONBROW, 1992). De acordo com o processo de solidificagdo empregado, o0 método de
emulsificacdo/solidificagdo pode ser dividido em secagem em fase liquida, extracdo do
solvente, reticulacdo quimica e térmica, hot-melt e interacdo i6nica.

A obtencdo de MP por gelatinizacdo ionotropica tem se mostrado como uma
técnica vantajosa em relagdo as demais, uma vez que ocorre em condi¢cBes mais amenas,
sem 0 emprego de solventes organicos nem a aplicacdo de elevadas temperaturas, o que
permite a encapsulacdo de farmacos instaveis, como as proteinas, células e enzimas (YEO
etal., 2001).

Essa técnica é dependente da capacidade dos polieletrolitos se reticularem na
presenca de ions opostos para formas MP. Dessa maneira, MP hidrofilicas sdo obtidas
através da extrusdo de uma dispersdo polimérica na forma de microgotas sobre uma
solucdo aquosa de céations polivalentes, sendo que a difusdo dos cétions nas gotas leva a
formacdo de ligagcOes cruzadas inter e intramoleculares, originando uma estrutura
polimérica tridimensional, na qual o farmaco se encontra aprisionado (BODMEIER et al.,
1989).

Devido a biocompatibilidade e biodegradabilidade, existe um interesse crescente na
utilizacdo de polimeros naturais para obtencdo de MP por geleificagdo ionotropica. Entre
o0s polimeros mais utilizados estdo o alginato (SILVA et al., 2006), a pectina (PORSNSAK
et al., 2007), a quitosana (GUPTA; KUMAR, 2000), carboximetilcelulose (KULKARNI et
al., 2010) e a goma gelana (PREZOTTI et al., 2014; CARDOSO, 2014; MAITI et al.,
2011).

2.9 Polimeros naturais

2.9.1 Goma gelana (GG)

As gomas naturais, representadas pelos polissacarideos provenientes de fontes
diversas, como tecidos de plantas, algas, sementes e microrganismos, vém sendo bastante
exploradas como excipientes farmacéuticos devido, principalmente, as suas propriedades
de biocompatibilidade, atoxicidade, baixo custo de producdo e ampla disponibilidade
(OSMALEK et al., 2014).

A GG, inicialmente conhecida como polissacarideo S-60 (MORRIS et al., 2012), €
obtida a partir da secrecdo exocelular de bactérias conhecidas como Pseudomonas elodea

(AGNIHOTRI et al., 2006). Apresenta na sua estrutura unidades repetidas de a-L-ramnose,
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B-D-glicose e B-D-glucuronato, na proporc¢do de 1:2:1, sendo que a forma nativa da GG
contem 2 substituintes acila (L-gliceril e acetil), os quais podem ser removidos por
hidrolise alcalina, fornecendo a GG desacetilada ou de baixa acetilacdo (BAJAJ et al.,
2007; CHANDRASEKARAN et al.,1992; MILAS et al., 1990; KANG et al., 1982) (Fig.
12).

Figura 12 - Estruturas da goma gelana nativa (A) e da goma gelana de baixa acetilagcdo

(B).
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ADAPTADO DE: OSMALEK et al., 2014.

O principal interesse na forma desacetilada desse polimero se deve ao fato de os
grupamentos acila, presentes na forma nativa, dificultarem o processo de associacdo das
cadeias poliméricas durante a geleificacdo (MORRIS et al., 1996 ). Além disso, ap6s o
processo de desacetilacdo, os cations podem reticular mais facilmente a estrutura
polimérica (MORRIS et al., 2012; IKEDA et al., 2004; CHANDRASEKARAN et al.,
1988).

O processo de formacdo de hidrogéis de GG é dependente de diversos fatores,
como temperatura (HORINAKA et al., 2004), tipo e presenca de cations (DAI et al., 2010)
e valor de pH (PICONE; CUNHA, 2011). Assim, o processo de geleificacdo através da
complexacdo com cations e formacdo de pontes de hidrogénio com a &gua envolve a

formacgéo de zonas de juncdo helicoidais duplas, seguida pela agregacdo dos segmentos
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helicoidais duplos na forma de uma rede tridimensional (GRASDALEN; SMIDSR@D,
1987) (Fig. 13).

Figura 13 - Representacdo esquematica do mecanismo de formacéao do gel de gelana.
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ADAPTADO DE: MIYOSHI et al., 1995.

Nesse sentido, sendo a GG um polissacarideo com propriedades de geleificacdo
especificas, a manipulacdo dos diferentes fatores influentes no processo de geleificacdo
citados acima, pode fornecer distintos e importantes sistemas de liberacdo controlada,
como sistemas para administracdo retal (EL-KAMEL; EL-KHATIB, 2006), oral
(PREZOTTI et al., 2014; KUBO et al., 2003) e oftdlmico (LIU et al., 2010).

Maiti e colaboradores (2011) desenvolveram beads de gelana acetilada através da
reticulacdo com AIClI3 os quais controlaram de maneira efetiva a liberagdo do farmaco
(glipizida) em meio acido e fracamente em meio alcalino. Ja a liberacdo de cefalexina a
partir de beads de gelana obtidos pela reticulagdo com fons Ca*? e Zn**foi prolongada em 6
h (AGNIHOTRI et al., 2006).

Em nossos laboratorios, beads de gelana e pectina foram obtidos por geleificacdo
ionotropica, também utilizando AI** como reticulante e estes se mostraram altamente
mucoadesivos, além de reduzirem as taxas de liberacdo em meio &cido e prolongarem a
liberacdo do cetoprofeno por 6 h (PREZOTT] et al., 2014).

2.9.2 Amido resistente
Devido a biocompatibilidade, biodegradbilidade (RASHID et al., 2011) e baixo
custo (RANA et al., 2011), o amido tém sido bastante explorado na inddstria farmacéutica

como excipiente para sistemas solidos. No entanto, muitas vezes o amido nativo apresenta
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propriedades fisicas e quimicas inadequadas para fins especificos, como, por exemplo,
elevada solubilidade em meio aquoso, tornando-se necessaria sua modificacdo por métodos
fisicos, quimicos e/ou enzimaticos (ZAVAREZE et al., 2011).

O amido é um polissacarideo semi-cristalino e esta presente em diferentes espécies
vegetais na forma de granulos, os quais podem variar em tamanho de 1 a 100 um. E
composto por amilose e amilopectina (Fig. 14), sendo a amilose um poliglicano de cadeia
linear com ligagdes glicosidicas a-1,4 e insolivel em agua quando isolada, enquanto que a
amilopectina corresponde ao glicano ramificado, contendo liga¢des a-1,6 (HARALAMPU,
2000), sendo soluvel em &gua quando na forma isolada (SMITH; DENYER, 2003;
CALVERT,1997).

As cadeias de amilose e amilopectina podem interagir de diversas maneiras e a
relacdo estrutura-funcdo dessas interacGes tem sido profundamente investigada. Contudo,
quando essas interacBes ocorrem na forma de duplas hélices, estruturas cristalinas podem
ser originadas (CALVERT, 1997).

Figura 14 - Estrutura linear da amilose e ramificada da amilopectina.
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ADAPTADO DE: Eberly College of Science Office of Online Education. Disponivel em:
https://online.science.psu.edu/chem005_wd/node/7882, acesso em 30/01/2015.

A retrogradacdo ocorre quando o amido é aquecido na presenca de agua (fase de
gelatinizagdo), sendo o granulo rompido e os polimeros lixiviados da estrutura, levando a
formacgédo de uma rede tridimensional mais empacotada que geleifica quando é resfriada.
Isso ocorre devido & formacdo de duplas hélices através da formagdo de zonas de juncéo,

que nada mais séo que a associac¢do das cadeias de glicano (HARALAMPU, 2000).
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Nesse sentido, a cristalinidade do amido retrogradado depende de fatores como
peso molecular, extensé@o das cadeis de amilose e amilopectina e padrdo de ramificacdo da
amilopectina e temperatura do tratamento empregado, a qual exerce influéncia na cinética
das associacOes e contetdo de &gua (BORDENAVE et al., 2014).

O amido retrogradado (AR), também conhecido como amido resistente tipo 3
(AR3), é capaz de escapar da digestdo no intestino delgado, sendo fermentado por enzimas
bacterianas presentes no célon em acidos graxos de cadeias longas (HTOON et al., 2010).
Essa propriedade do AR é fundamental para o delineamento de sistemas de liberacao
cblon-especifica de farmacos.

O principal interesse no amido resistente tipo 3 reside no fato dele possuir maior
estabilidade térmica e baixa solubilidade, caracteristicas que o tornam um potencial
candidato para obtencdo de sistemas para liberacdo cdlon especifica de farmacos
(MENEGUIN et al., 2014; DIMANTOQV et al., 2004).

Estudos tém revelado que materiais com alto teor de amilose sdo os melhores
candidatos para obtencdo de um material enriquecido com AR-3. Isso porque a amilose €
responsavel pela formacdo de uma matriz amorfa onde os cristalitos permancem
embebidos e, portanto, protegidos da degradacdo enzimética (HTOON et al., 2009;
WALTER et al., 2005; DIMANTOV et al., 2003; CUI; OATES, 1997).

2.9.3 Pectina

A pectina é um heteropolisacarideo natural composto por homogalacturonana (HG)
e ramnogalacturonana (RG), a qual pode ser dividida nos tipos 1 e 2, correspondentes,
respectivamente, as regides lisa e ramificada (Fig. 15).

A HG apresenta uma cadeia linear constituida de residuos de acido galacturénico
(GalA) unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4 e que podem ser esterificados na posi¢céo C6.
De acodo com o grau de esterificacdo (GE), a pectina pode ser classificada como pectina
de alto grau de esterificagdo (GE>50%) e pectinas de baixo grau de esterificagdo
(GE<50%) (PILGRIM et al., 1991).
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Figura 15 - Representagdo esquematica da estrutura das pectinas.
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A pectina tem sido muito explorada no setor alimenticio, principalmente como
agente espessante. Contudo, devido as suas propriedades fisico-quimicas, mucoadesivas,
facilidade de dissolucdo em pH alcalino, resisténcia a degradacdo nas porcdes superiores
do TGl e a habilidade de formar géis em meio &cido, a pectina tém sido empregada para o
desenvolvimento de diferentes sistemas de liberacdo de farmacos (CURY et al., 2014).

No entanto, devido a variabilidade botanica e o tipo de processamento, a pectina
pode ser altamente solivel em meio &cido, o que poderia contribuir para uma liberacdo
prematura do farmaco. Alguns tipos especificos de tratamento também podem afetar a sua
estabilidade ao longo do periodo de estocagem e seu comportamento em meio aquoso
(MARRAS-MARQUEZ et al., 2015).

Visando sanar as desvantagens acima citadas e otimizar as propriedades da pectina,
diversas estratégias podem ser empregadas, como a sua combinagdo com outros polimeros
(PREZOTTI et al., 2014; MENEGUIN et al., 2014) e modificagdes quimicas como rea¢tes
de reticulagdo (CARBINATTO et al., 2014), estratégias que tém sido extensivamente
exploradas em nosso grupo de pesquisa para o desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos.

Em estudo recente, filmes de revestimento baseados em misturas de amido
resistente e pectina foram desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa (MENEGUIN et al.,

2014) (Fig. 16), os quais foram sistematicamente caracterizados de acordo com suas

ChMenaguin, A. 3, 56



Capitulo 1 - Revisic SSibliogrifica

propriedades fisico-quimicas e performance para emprego em sistemas de liberagcdo de
farmacos. Dentre outros fatores, o carater inovador desse estudo residiu no fato de a
influéncia da pectina na retrogradacdo do amido ndo ter sido reportada até o presente

momento na literatura.

Figura 16 - Filme livre de amido resistente e pectina obtido por evaporacéo do solvente

FONTE: MENEGUIN, 2013

Para isso, blendas poliméricas de alta amilose e pectina foram submetidas ao
processo de retrogradacdo em ciclos térmicos alternados (2 dias em cada temperatura -
30°C e 4°C por 16 dias), visando a obtencdo de um material enriquecido com amido
resistente.

O conjunto de dados obtidos demonstrou que a pectina favoreceu a retrogradacao
do amido, aumentando o teor de AR de, aproximadamente, 65,80% para 96,68% quando
misturados na mesma proporcao (1:1). As analises de difracdo de raios-X confirmaram a
alteracdo no padrdo de difracdo apds os processos de retrogradacdo do polimorfo B para V,
indicativos da presenca de AR.

Além disso, os filmes apresentaram propriedades mecanicas (resisténcia a
perfuracdo e alongamento durante a perfuracdo), de absorcdo de liquidos e de barreira
(permeabilidade ao vapor d'agua) adequadas, demonstrando que essa mistura polimérica
permitiu obter um material com propriedades filmogenas adequadas. Os resultados
também mostraram que os filmes possuem importantes caracteristicas para 0
desenvolvimento de sistemas de liberacdo colon-especifica de farmacos, tais como alta
resisténcia contra a degradacdo enzimatica e baixa dissolucdo nas porgdes superiores do
TGI.
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Com base nos fatos expostos, no presente trabalho a veiculacdo da INS em MP de
gelana revestidas com filmes de amido resistente/pectina foi explorada como potencial

estratégia para administracdo oral da INS.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar MP de gelana revestidas
com filmes de amido resistente/pectina para a administracdo oral da INS. As tecnologias de
microencapsulacdo e revestimento foram exploradas a fim de promover o efetivo
aprisionamento da INS na matriz polimérica, e consequentemente, alcancar a protecdo
contra a degradagédo, bem como a liberagédo controlada da INS. A escolha da goma gelana
para a obtencdo das MP foi baseada nas suas importantes propriedades mucoadesivas e
biodegradabilidade especifica pelas enzimas da microbiota colonica. Além disso, sua
habilidade em formar hidrogéis na presenca de cétions di ou trivalentes possibilitou a
utilizacdo da técnica de geleificagdo ionotrdpica, a qual evita o uso de solventes organicos
e requer condicOes reacionais amenas . O uso dos filmes de amido resistente/pectina para o
revestimento das MP fundamentou-se em suas propriedades promissoras para se alcancar a
liberacdo coldnica, como a baixa solubilidade e degradabilidade enzimatica em condi¢des
que simulam as porcdes superiores do TGI, demonstradas em estudo anterior.

3.1 Etapas

v’ Otimizar as condicOes para a obtencdo de MP esféricas e monodispersas;

v Avaliar diferentes métodos de carregamento das MP com INS visando maximizar a
eficiéncia de encapsulacao;

v’ Determinar a melhor metodologia para o revestimento das MP;

v’ Caracterizar fisico-quimicamente as MP (forma e tamanho, habilidade de absor¢édo
de liquidos, eficiéncia de encapsulacdo, MEV-FEG, DRX, DSC);

v/ Avaliar a atividade inibitéria das dispersdes poliméricas e MP contra enzimas
proteoliticas;

v Determinar os perfis de liberacdo in vitro da INS através dos aparatos cesto
(reduzido volume) e celulas de fluxo continuo;

v Avaliar as propriedades mucoadesivas em texturébmetro;

v Analisar a influéncia da microencapsulacao e do revestimento na permeabilidade da
INS através de mucosa intestinal de ratos, utilizando as técnicas do saco intestinal invertido
e do saco intestinal ndo invertido;

v Analisar a influéncia da microencapsulagao e do revestimento na permeabilidade da

INS através de monocamadas de células Caco-2 e avaliar a capacidade dos sistemas
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desenvolvidos em abrir as juncfes paracelulares através da determinacdo da resisténcia
transepitelial elétrica;
v Avaliar a citotoxicidade dos sistemas desenvolvidos;

v Avaliar a atividade hipoglicemiante oral in vivo da INS veiculada nas MP.
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1. INTRODUCAO

MP baseadas em goma gelana podem ser obtidas utlizando-se diferentes
concentracdes de polimero e de solucdo reticulante, através do método de geleificacao
ionotropica, uma vez que esse polissacarideo € hidrossoluvel e aniénico e possui a
habilidade de geleificar na presenga de ions polivalentes. Na verdade, a formacdo de MP
de gelana na presenca de Ca** é bastante conhecida (CHAKRABORTYA et al., 2014;
KANEKASA et al., 2004; KEDZIEREWICZ et al., 1999). No entanto, estudos recentes
tém demonstrado que é possivel obter MP utilizando AI** como reticulante, e que devido a
sua maior valéncia, este pode promover o controle mais efetivo das taxas de liberacdo do
farmaco (MAITI et al., 2011).

A formacdo das MP em presenca de AI** se da através da sua ligagdo iénica com os
grupos carboxilatos do acido glicurdnico da gelana e devido aos ions aluminio possuirem
uma carga positiva extra, quando comparado com ions célcio, cada ion pode se ligar com
mais de um grupamento carboxilico, permitindo uma reticulagdo mais efetiva. Fatores
como tamanho e estrutura supramolecular do cation também podem favorecer a orientagédo
do AI** com os 4tomos de oxigénio da gelana, fortalecendo as reticulagdes. Além disso, ao
entrar em contato com a solucéo de cloreto de aluminio, os ions Na*, K* e H"das gotas da
dispersdo de gelana sdo substituidos pelos fons Al*®, favorecendo a formacéo de uma
particula esférica (MAITI et al., 2011).

Segundo Chan e colaboradores (2009), a altura do gotejamento é um fator
importante a ser avaliado, ja que a forma da gota pode ter significativa influéncia na forma
da particula. Se uma gota com forma de lagrima é coletada, é possivel que essa forma seja
preservada durante o impacto com a solucdo reticulante, resultando numa particula com
cauda. As particulas podem, ainda, apresentar diferentes formas, como forma esférica,
oval, forma de lagrima, ou formas irregulares.

O diametro médio das particulas obtidas pelo processo de geleificacdo ionotrdpica
pode ser explicado através da lei de Tate. Durante o gotejamento das dispersdes, o tamanho
da particula produzida é dependente do equilibrio entre a forga gravitacional, a qual
empurra a gota para baixo, e a tensdao superficial, que mantém a gota presa a ponta da
agulha (HEIZEN et al., 2004). Ja a forma da particula produzida esta relacionada com o
momento em que a gota entra em contato com a solucdo reticulante, onde existe uma
competicdo entre a tensdo superficial-viscosa e a forca de impacto e arraste (Fig. 17)
(CHAN et al., 2009).
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Figura 17 - Forgas atuantes sobre as gotas conforme a lei de Tate.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1  Materiais

Acido cloridrico, teor 37% (Quimis); Agua purificada (Milli Q); Alta amilose
(Hylon VII - National Starch & Chemical); Brometo de cetiltrimetil amonio (Synth);
Cloreto de aluminio (Vetec); Estearato de magneésio (Synth); Glicerina (Vetec); Goma
gelana (CP Kelco); Hidroxido de sodio (Grupo Quimica); INS humana (Sigma); Solugéo
de INS injetavel Novolin® R (Novo Nordisk); Pectina de baixo grau de metoxilacdo, tipo
LM-506CS (CP Kelco).

2.2  Principais equipamentos

Agitador mecanico (Quimis®, modelo 0250-1), agitador magnético (Fanem®,
modelo 258); autoclave (Fabbe®, modelo 103), balanca analitica (Owa Labor); estufa com
circulacdo forcada de ar (Fabbe®, modelo 170), peagdmetro (Micronal®); refrigerador;

turbina de secagem.

2.3  Obtencéo das MP controle de gelana

As MP foram obtidas através do método de geleificacdo ionotropica, baseado em
procedimento proposto por Boni e colaboradores (2015) e Prezotti e colaboradores (2014).
Variaveis como temperatura da agua para dispersdo de gelana, altura do gotejamento e
velocidade de agitacdo da solucdo reticulante foram avaliados de acordo com a Tabela 5,

visando a homogeneidade do tamanho e forma das particulas.

Tabela 5 - Variaveis exploradas para otimizacédo da obtencdo de MP

Variaveis Meétodo 1 Meétodo 2
Temperatura da agua para dispersédo da gelana 90°C 60°C
Altura do gotejamento em relacéo a superficie 20 cm lcm

da solucéo reticulante

Velocidade de agitagéo das MP 360 rpm 720 rpm

Resumidamente, dispersdes de gelana em diferentes concentracdes (1,5%, 2,0% e
2,5%) foram preparadas através da dispersdo do polimero em agua destilada a aquecida (60
ou 90°C), sob agitacdo magnética constante durante tempo suficiente para completa
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homogeneizacdo. As dispersdes foram gotejadas através de seringa e agulha de irrigacéo
sem bisel 23G 1” (0,6 x 25 mm) a uma altura de 20 ou 1 cm, em solugéo catidnica (cloreto
de aluminio - 3 ou 5% m/v) mantida em banho de gelo. As MP foram mantidas sob
agitacdo magnética constante a 360 ou 720 rpm por 24 h. Em seguida, as particulas foram
separadas por filtracdo e secas a 30°C por 24 horas, em estufa com circulacéo forgada de ar
(Fig. 18). MP sem INS também foram obtidas como controle.

Figura 18 - Processo de obtencdo das MP de goma gelana, utilizando-se diferentes
concentracdes de gelana e reticulante.
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FONTE: MENEGUIN, 2015.

2.4  Estudos preliminares para selecdo do método de incorporacdo das MP de
gelana com INS
Diferentes métodos de incorporacdo das MP com INS foram avaliados visando

maximizar a eficiéncia de encapsulacdo (EE).

2.4.1 Meétodo de incorporacéo por imersao/difusdo (Método 1)

Diferentes quantidades de MP (secas ou Umidas) obtidas com 2,5% de gelana e 3%
de reticulante atraves do método 2 (Secdo 2.3 deste capitulo) foram imersas em solugéo de
INS (Novolin R®). A influéncia das variéveis massa de amostra, tempo de imersdo, volume

e pH da solucéo de INS foi avaliada (Tab. 6).
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Tabela 6 - Variaveis avaliadas na incorporacdo de INS as MP de gelana pelo método de

imersao.
Amostra MP* Massa Volume pH** Tempo
MP (g)  Novolin® (h)
(mL)

A Seca 1 5 7.4 1
B Seca 1 5 45 4
C Seca 0,1 0,5 2,5 5
D Seca 0,1 0,5 25 2
E Seca 0,1 0,5 8,0 1
F Umida 0,1 2 4,5 24
G Umida 0,1 3 45 24
H Umida 0,1 1 3 18
| Umida 1,5 5 45 24
J Umida 2 6,5 4,5 24
K Umida 0,1 1 45 3

*As MP secas foram submetidas ao processo de secagem em estufa com circulagéo forgada
de ar a temperatura ambiente, enquanto que as MP Umidas foram aquelas utilizadas imediatamente
apos o processo de gotejamento.

** pH do Novolin® é 4,5. Os valores de pH foram modificados com a adigdo de NaOH
0,AM ou HCI 0,1 M

2.4.2 Incorporacdo da INS na disperséo polimérica (Método 2)

Dispersdes de gelana contendo INS foram preparadas de acordo com os items A e
B para posterior gotejamento em solucédo reticulante (3%), mediante agitacdo magnética
por 30 min:

A) A INS foi incorporada em dispersdo de gelana (2,5%) na concentracdo de 10
Ul/mL (correspondente a 0,35 mg/mL)

B) A Goma gelana (2,5%) foi dispersa diretamente em solucéo de insulina a 0,1%.

2.4.3 Incorporacdo da INS na solucéo de reticulante/imersao (Método 3)

Uma vez que a INS é um farmaco hidrofilico que pode sofrer difusdo para a
solucéo aquosa de reticulante, resultando em baixa eficiéncia de encapsulagéo, foi avaliado
o0 carregamento das MP através do gotejamento da dispersdo polimérica (2,5%) em solugédo
de reticulante contendo INS (ZHANG et al., 2011a), como segue:
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A) Gotejamento de dispersdo de gelana em solucdo de cloreto de aluminio (3%)
contendo 6,67 Ul/mL (0,23 mg/mL), sob agitacdo durante 24 h.
B) Gotejamento da dispersdo de gelana em solucdo de cloreto de aluminio (3%)
contendo 20 UI/mL (0,7 mg/mL), sob agitacdo durante 30 min;
C) Gotejamento de dispersdo de gelana em solucdo de cloreto de aluminio (3%)
contendo 40 UI/mL (1,4 mg/mL), sob agitacdo durante 30 min;

2.5 Revestimento das MP
2.5.1 Preparo da disperséo filmogena de amido resistente e pectina

As dispersdes filmogenas foram preparadas conforme procedimento proposto por
Meneguin e colaboradores (2014). Dispersdes aquosas de alta amilose e pectina foram
preparadas, separadamente, na concentracdo de 5% (m/v), sob agitacdo magnética por 30
min. Em seguida, as dispersdes de alta amilose foram submetidas a autoclavacéo a 121°C
por 120 min para gelatinizacdo do amido. Ao final do periodo de autoclavacédo, a alta
amilose gelatinizada foi resfriada (30°C) sob agitacdo mecanica e, entdo, misturada com a
dispersdo de pectina na propor¢cdo de 1:1 (m/m). Para o processo de retrogradagéo, as
dispersdes foram submetidas a ciclos térmicos alternados de 4°C e 30°C por 16 dias, sendo
2 dias em cada temperatura. Ao final do ciclo, glicerina (5%) foi adicionada como

plastificante, sob agitacdo magnética durante 120 min.

2.5.2 Estudos para selecdo do método de revestimento das MP

Visando evitar a aglomeracdo das MP durante o processo de revestimento por
imersdo, diferentes varidveis foram empregadas, como segue:
1) Imersdo das MP nas dispersdes filmdgenas, sob aquecimento (37°C ou 60°C) e
sob agitacdo magnética (15 min);
2) Imersdo das MP nas dispersdes filmogenas resfriadas (8°C) e mantidas em banho
de gelo, durante agitacdo magnética (15 min);
3) Imersdo das MP previamente congeladas nas dispersdes filmdgenas a temperatura
ambiente e sob agitacdo magnética (15 min);
4) Imersédo das MP em glicerina, seguida de secagem em estufa e posterior imerséo

nas dispersdes filmdgenas & temperatura ambiente e sob agitacdo magnética (15 min);
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5) Imersdo das MP, previamente pulverizadas com estearato de magnésio, nas
dispersdes filmogenas a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética (15 min);

6) Imersdo das MP nas dispersfes filmogenas a temperatura ambiente e sob agitacao
magnética (15 min), contendo brometo de cetiltrimetil amdnio, como tensoativo catiénico;
7) Imersdo das MP nas dispersdes filmogenas a temperatura ambiente e sob agitacéo
magnética (15 min), contendo de dodecilsulfato de sddio, como tensoativo anibnico;

8) Imersdo das MP nas dispersdes filmogenas diluidas de 5% para 1 e 2,5%, a
temperatura ambiente e sob agitagdo magnética (15 min);

9) Imersdo das MP nas dispersGes filmogenas acrescidas de solugdo de alcool
polivinilico 0,01M (1:1) como estabilizante polimérico, & temperatura ambiente e sob
agitacdo magnética (15 min);

10)  Imersdo das MP nas dispersdes filmdgenas a temperatura ambiente e sob agitacdo
magnética continua por 5 min (tempo 3x menor que o inicialmente proposto);

11)  Imersdo das MP nas dispersfes filmogenas a temperatura ambiente e sob agitacao

magnética continua por 1 min.

2.5.3 Método selecionado para o revestimento das MP

As MP (controle e carregadas com INS) foram dispersas nas dispersdes filmogenas
(5%) a temperatura ambiente e mantidas em agitacdo magnética por 1 min. Em seguida, as
MP foram separadas por filtracdo e secas em turbina de secagem com jato de ar frio até
atingir peso constante. Esse processo foi realizado 2 vezes.

As MP obtidas pelos processos selecionados foram denominadas de acordo com a
concentracdo de gelana (1,5, 2,0 e 2,5%), concentracdo do agente reticulante (3 e 5%),
presenca de INS (adicdo do prefixo INS) e presenca de revestimento (adicdo do prefico C),

como sumarizado na Tabela 7.
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Tabela 7 - Nomenclatura e composi¢éo das MP de gelana.

Concentracédo da solugéo reticulante (AICIs)

3% 5%
Gelana (%) 1,5 2,0 2,5 1,5 2,0 2,5
Controle 153 203 253 155 205 255
Com INS IN153 IN203 IN253 IN155 IN205 IN255
Controle
Revestidas C153 C203 C253 C155 C205 C255
Com INS e
Revestidas CIN153 CIN203 CIN253 CIN155 CIN205 CIN255
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Delineamento e otimizagdo das condicGes para obtencdo das MP

Visando otimizar as condices de obtencdo das MP para producdo de uma
populacdo homogénea de particulas, primeiramente, foram preparadas MP sem o farmaco
(controle) e, em seguida, foi avaliado o efeito das seguintes variaveis sobre o tamanho e a
forma: i) temperatura da &gua para a dispersdo do polimero, ii) distancia entre a
extremidade da agulha e a superficie da solucdo reticulante e iii) velocidade de agitacéo.
Dessa maneira, as MP foram, inicialmente, obtidas atraves de duas metodologias
diferentes.

Observou-se que o gotejamento das dispersdes a partir de uma altura mais elevada
(20 cm), segundo o0 método 1, originou particulas irregulares com cauda (Fig. 19A), o que
pode ser atribuido ao maior efeito de impacto e arraste alcancados nesta condicdo e que
ndo puderam ser superados pela viscosidade e tenséo superficial da gota (CHAN et al.,
2009; SEIFERT; PHILLIPS, 1997). J& as particulas produzidas pelo método 2, isto é,
obtidas através do gotejamento em baixa altura (1 cm) apresentaram forma
aproximadamente esférica (Fig. 19B) e maior homogeneidade de tamanho, confirmando
que em alturas mais baixas de gotejamento, a gota assume uma menor velocidade de queda
e, consequentemente, um menor impacto com a superficie da solugdo reticulante,

permitindo que a forma da gota seja preservada (CHAN et al., 2009).

Figura 19 - Fotomicrografias de particulas obtidas através de gotejamento em diferentes
alturas: A) 20cme B) 1 cm.
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A maior taxa de agitacdo empregada no método 2 (720 rpm) também deve ter
contribuido para o aumento de circularidade das MP (0,6955 — 0,8129), enquanto para o
método 1 estes valores apresentaram-se entre 0,4790 e 0,5531, uma vez que a solucdo
reticulante em alta velocidade de agitacdo pode causar um cisalhamento sobre as
particulas, o qual exerce um efeito de polimento sobre as mesmas, tornando-as mais
esféricas.

Além disso, a temperatura da agua em que a gelana é dispersa também teve
influéncia na forma e tamanho das particulas, uma vez que temperaturas mais elevadas,
como a aplicada no método 1 (90°C), originam dispersdes menos viscosas e diminuem a
tensdo superficial, levando a formacgdo de gotas menores, as quais sdo transformadas em
particulas de dimensdo mais reduzida. A baixa viscosidade dessas dispersdes também nao
deve ser suficiente para superar o impacto e arraste das gotas ao entrar em contato com a
solucéo reticulante, originando particulas mais irregulares e com cauda. Contrariamente, a
menor temperatura empregada no método 2 (60°C) origina dispersfes poliméricas mais
viscosas, as quais sd0 mais resistentes ao arraste e impacto, originando MP mais
homogéneas. No entanto, devido as gotas formadas serem maiores, estas ddo origem a
particulas de tamanho maior, o que pode ser confirmado pela anélise de forma e tamanho
(Capitulo I11).

Com base nos resultados, concluiu-se que as condi¢cBes do método 2 sdo mais
adequadas para a obtencdo de MP homogéneas, uma vez que originou particulas com alto
grau de circularidade (0,6955-0,8129) e com distribuicdo de tamanho mais estreita (700-
1400 pm).

3.2 Otimizacéao do processo de carregamento da INS

Devido a INS ser uma proteina hidrossoluvel, seu aprisionamento no interior de MP
obtidas a partir de polissacarideos naturais pelo método de geleificacdo ionotrdpica
representa um grande desafio.

Inicialmente, foi proposto o gotejamento de dispersdes aquosas de gelana contendo
diferentes concentragbes de INS (27,5, 55 e 110 Ul mL™), em solucéo de cloreto de
aluminio. No entanto, verificou-se que, apos o preparo das MP, aproximadamente 100% da
INS foi quantificada na solucdo reticulante, o que pode ser atribuido a difusdo da proteina

para esse meio devido a sua elevada hidrofilia.
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Nesse sentido, diferentes variaveis, tais como o gotejamento das dispersdes
carregadas com INS, o gotejamento da dispersdo em solucdo reticulante contendo INS ou,
ainda, imersdo das MP em solucdo reticulante contendo INS, foram avaliadas com o
objetivo de aumentar a eficiéncia de encapsulacdo. A Tabela 8 mostra os resultados para
EE e dosagem de INS obtidos.

Tabela 8 - Eficiéncia de encapsulacdo (EE) e dosagem de INS obtidos através de
diferentes métodos de carregamento.

Método Amostras EE (%) U1/100 mg

1 A 0 0
B 0 0
C 0 0
D <1 0,74
E 0 0
F 7,03 14,06
G 2,05 4,10
H 1,72 1,71
I 3,01 <1
J 7,06 2,32
K 1,95 1,95

2 A 0,1 0,87
B 10,24 14,62
A 89 31,20

3 B 7,26 7,26
C 2,00 1,98

Através da analise dos resultados de EE e da dosagem de INS mostrados na Tabela
8, a metodologia 3A foi selecionada para a continuidade dos estudos, ja que essa
possibilitou a obtencdo de particulas contendo a maior dosagem de INS (31,20 UI/100
mg).

Déat-Lainé e colaboradores (2012) em seus estudos com MP de alginato e proteina
do leite para administragdo oral de INS obtiveram EE méaxima de 85%, correspondente a
apenas 17,4 UI/100 mg de polimero, demonstrando a eficiéncia do método de

carregamento desenvolvido neste trabalho.
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3.3 Otimizagéo do processo de revestimento por imerséo das MP

O revestimento das MP através da imersdo em dispersdes filmdgenas de amido
resistente/pectina por 15 min sob agitacdo magnética levou ao revestimento de
aglomerados de MP como observado na Figura 20, a qual demonstra a grande diferenca de

dimensdo entre as MP nao revestidas e revestidas.

Figura 20 - MP revestidas (formacdo de aglomerados) e MP néo revestidas (area circulada
em vermelho).

MP ndo revestidas

As variaveis propostas na Se¢do 2.5.2 deste capitulo para o revestimento das MP
aumentaram ou diminuiram a aglomeracdo em diferentes graus, mas ndo a evitaram.
Assim, a metodologia que minimizou a agregacdo das MP e permitiu o revestimento das
unidades individuais foi o método 11 (imersdo das MP em dispersdo filmogena a 5% sob
agitacdo magnética continua por 1 minuto).

Em seguida, foi realizada a secagem das MP revestidas em turbina de revestimento
com aplicacdo de jato de ar frio, a fim de manter as particulas em movimento, uma vez que
qguando essas foram secas em leito estatico (sobre placas de Pétri), ocorreu a adesao das
particulas a superficie da placa, bem como a aglomeracdo entre elas, o que resultou na

ruptura do revestimento nos pontos de contato, inviabilizando o processo.
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1. INTRODUCAO

Este capitulo dedica-se & caracterizagdo fisico-quimica das MP obtidas no Capitulo
I, no qual serdo abordadas as analises de forma e tamanho, capacidade de absorcdo de
liquidos, validacdo de metodologia analitica para quantificagho da INS por
espectrofotometria na regido do ultravioleta, eficiéncia de encapsulagéo (EE), microscopia
eletronica de varredura MEV-FEG, difracdo de Raios-X (DRX), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e estudo da atividade inibitdria contras enzimas proteoliticas.

O tamanho e a forma das particulas sdo parametros importantes a serem avaliados
nos sistemas multiparticulados, uma vez que a distribuicdo de tamanho monodispersa e a
forma esférica das particulas garantem propriedades de fluxo livre e mais efetivo controle
das taxas de liberacdo dos farmacos (CHAN et al., 2009). Além disso, na area de
tecnologia farmacéutica, quanto mais estreita a distribuicdo granulométrica de uma
amostra, mais adequada ela €, por exemplo, para a produc¢do de comprimidos e capsulas,
uma vez que as particulas apresentardo capacidade de fluxo e escoamento semelhantes,
tornando o volume de pé a ser processado mais uniforme (STANIFORTH, 2005).

Para a obtencdo de particulas esféricas e com distribuicdo estreita de tamanho
através do processo de microencapsulacao por geleificacdo ionotrdpica, faz-se necessario
um intenso controle das caracteristicas da dispersao a ser gotejada, tais como viscosidade,
temperatura e concentracao polimérica, bem como das condi¢Bes experimentais, uma vez
que fatores ndo ajustados, como diametro do bisel da agulha e distancia e angulo de
gotejamento, podem originar particulas deformadas (FUNDUEANU et al.,1999;
SEIFERT; PHILIPS, 1997).

O tamanho de uma esfera pode ser mensurado atraves do calculo do didametro; no
entanto, particulas com formas irregulares necessitam da avaliacdo de outros pardmetros
para a quantificacdo. Neste trabalho, o tamanho da esfera foi mensurado através do
diametro de Feret, o qual representa 0 maximo comprimento de uma particula medida em
uma direcdo fixa (distancia entre tangentes), como mostrado na Figura 21.

Outro estudo abordado é avaliacdo da absorcdo de liquidos, a qual fornece
importantes informac6es sobre a hidrofilia dos sistemas poliméricos intumesciveis e que
sdo Uteis para a previsdao do comportamento de intumescimento, podendo ser considerada
uma valiosa ferramenta para a predicdo de importantes comportamentos, como a
velocidade e as taxas de liberacdo de farmacos e o processo de mucoadesdo
(CASTELLANOS GIL et al., 2009; MAIOR et al., 2008).
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Figura 21 - Descrigdo esquematica da medida do didmetro de Feret.
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Além disso, o conhecimento das propriedades absortivas estd diretamente
relacionado a capacidade de protecdo oferecida contra a degradacdo enzimatica nas
diferentes por¢cdes do TGI, considerando-se que 0 acesso das enzimas as ligacOes
glicosidicas é dependente da entrada de liquidos no interior da estrutura (PREZOTTI et al.,
2014; PREZOTTlI et al., 2012).

A validacdo da metodologia analitica para quantificacdo da INS foi realizada a fim
de demonstrar que o método selecionado por espectrofotometria na regido do ultravioleta é
apropriado, atendendo as exigéncias das aplicacbes analiticas e assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, foram avaliados a especificidade, a linearidade, a
precisdo, a exatidao e o limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ).

A especificidade corresponde a capacidade que o método tem de quantificar de
forma inequivoca um composto independente de suas impurezas, podendo ser considerado
especifico quando produz resposta para apenas um analito (BRASIL, 2003). Dessa
maneira, o teste de especificidade foi realizado a fim de verificar se algum componente da
formulacdo interfere na quantificacdo da INS.

A linearidade corresponde a faixa de concentragbes do analito no qual o método
pode ser aplicado sem que haja alteracdes na sensibilidade e relaciona de maneira
proporcional a concentra¢do do analito com a absorbancia. Através da regresséo linear da
curva de calibracdo obtida, a linearidade é formulada como uma expressdo matematica
usada para se conhecer a concentracdo de analito em uma amostra real (ICH, 1996;
BRASIL, 2003; USP 33, 2010).

A precisdo ¢ a avaliacdo da proximidade das respostas obtidas quando uma série de
medidas € realizada para uma mesma amostra, em idénticas condi¢cbes de teste,

contemplando o intervalo linear do método, ou seja, utilizando-se trés concentragdes
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(baixa, média e alta) em triplicata ou, no minimo, seis determina¢cdes com 100% da
concentragéo do teste (BRASIL, 2003).

Além disso, a precisdo é considerada em trés niveis, sendo a repetibilidade ou
precisdo intra-corrida a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de
tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo, a precisdo intermediaria ou
precisdo inter-corridas a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes e a
reprodutibilidade ou precisao inter-laboratorial a concordancia entre os resultados obtidos
em laboratdrios diferentes.

Ja a exatiddo corresponde a proximidade dos resultados obtidos pelo método
analitico em relacdo ao valor admitido como verdadeiro, sendo considerados desejaveis 0s
valores proximos a 100%, porém admitem-se variacbes na faixa entre 80 — 120%
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade de farmaco presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condicdes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003; USP 33, 2010). Ja o limite de quantificacdo
(LQ) é determinado pela menor quantidade de farmaco em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢bes experimentais
estabelecidas (BRASIL, 2003; USP 33, 2010).

As MP desenvolvidas para o controle temporal/ou espacial da liberacdo de
farmacos devem ser avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulacdo, a fim de se estabelecer
uma adequada relacdo entre a quantidade de farmaco utilizado durante o carregamento e a
massa real de farmaco encapsulada no interior das particulas. Também é considerado
fundamental a analise da microestrutura das MP obtidas, a qual possui uma estreita
correlacdo com suas propriedades fundamentais. Dessa maneira, pequenos detalhes
estruturais podem ser detectados através da microscopia eletrénica de varredura MEV-
FEG, a qual alcangca aumentos muito superiores a técnicas mais tradicionais, como a
microscopia Gtica

A difracdo de Raios-X é outra técnica analitica bastante utilizada para a
caracterizacdo microestrutural, permitindo conhecer as caracteristicas dos materiais
solidos, considerados cristalinos, amorfos ou semicristalinos e que difratam com facilidade
0s raios-X e, também, verificar se 0s processos envolvidos na producdo desses produtos
sdo responsaveis por alterar suas propriedades fisicas e estruturais (BARROSO et al.,
2002).

ChMenaguin, A. 3, 77



Capitulo 11l - Guracterizagio fisico-quimica

Com relagdo as analises térmicas, a calorimetria exploratoria diferencial (DSC -
Differential Scanning Calorimetry) é bastante empregada para se obter informacdes sobre
as propriedades fisico-quimicas de um material através da medida da diferenca do fluxo de
calor entre uma amostra e um material de referéncia, termicamente inerte. A DSC tém sido
extensivamente utilizada na area farmacéutica para identificacdo de polimorfos, transicdo
polimérfica, pureza de farmacos, caracteriza¢do polimeérica, interagdes farmaco-excipiente,
bem como a compatibilidade entre essas substancias (Bharvada et al., 2015). Além disso, a
DSC de proteinas € um método sensivel para acompanhar a transi¢do de fase endotérmica
(Mollmann et al., 2006).

Nesse sentido, em um experimento de DSC, a amostra e um material de referéncia
sdo aquecidos ou resfriados simultaneamente e a variacdo de entalpia é medida, a qual
pode estar relacionada a diferentes eventos térmicos, 0s quais podem ser de primeira ou
segunda ordem (GILL et al., 2010; MORA et al., 2010). Nos eventos de primeira ordem
ocorre variacdo da entalpia e a transicdo se apresenta no termograma como um pico
endotérmico (relacionado a fusdo, perda de massa da amostra, vaporizacdo de agua,
aditivos ou produtos volateis de reacdo ou de decomposicdo, dessor¢do e reaces de
reducdo) ou exotérmico (cristalizacdo, reacGes de polimerizacdo, oxidacdo, degradacao
oxidativa, adsor¢do). Ja as transi¢fes de segunda ordem, a exemplo da transicdo vitrea, ndo
geram picos nas curvas de DSC, sendo caracterizadas pela variacdo da capacidade
calorifica (Cp), a qual gera um deslocamento da linha base.

Outro estudo de marcada importancia neste trabalho € a analise do efeito inibidor
das dispersdes poliméricas e MP desenvolvidas contra a atividade de enzimas proteoliticas.
As proteinas administradas oralmente sdo digeridas, principalmente, pelas enzimas tripsina
e a-quimotripsina, sintetizadas e secretadas pelo pancreas nas formas inativas tripsinogénio
e quimotripsinogénio, respectivamente, os quais sdo ativados somente no duodeno
(SAJEESH; SHARMA, 2011). Essas enzimas séo consideradas endopeptidases, uma vez
que hidrolisam ligacdes peptidicas, bem como varias ligaces dentro da molécula de INS
(BROMER; CHANCE, 1967).

A quimotripsina, composta por trés cadeias polipeptidicas ligadas entre si por duas
pontes dissulfeto, é responsavel pela hidrolise de ligacGes peptidicas contendo grupos
hidrofobicos volumosos, tais como triptofano, fenilalanina e tirosina. J& a tripsina possui
uma Unica cadeia polipeptidica, sendo especifica para ligacdes peptidicas positivamente
carregadas, as quais ocorrem quando a arginina e/ou a lisina sdo os substituientes em R;
(Fig. 22).
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Figura 22 - Representacdo geral da reacdo das proteases (A) e substituintes em R1
triptofano (B) e arginina (C).
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Sabe-se que a tripsina cliva a INS em apenas dois sitios, 0s quais apresentam as
ligacbes expostas a clivagem na lateral carboxilica da cadeia B, e correspondem a lisina
(29° residuo) e arginina (22° residuo). O primeiro metabdlito formado possui atividade
insulinica (insulin-like activity); no entanto, o segundo metabdlito (desoctapeptide-insulin)
é isento de qualquer atividade. A quimotripsina, por sua vez, € responsavel pela clivagem
da INS em até 7 sitios diferentes, razdo pela qual a velocidade de degradacéo exercida por
esse enzima é muito maior (SCHILLING; MITRA, 1991).

A utilizacdo de polimeros inibidores de protease tem sido considerada como uma
importante abordagem em relacdo aos inibidores tradicionais, ndo somente por se
apresentar como uma opcdo mais econdmica, mas principalmente devido a sua baixa
absorcdo sistémica, a qual contribui para a ndo ocorréncia de efeitos colaterais e toxicos,
além das propriedades mucoadesivas e penetrantes desse tipo de material, merecendo
destaque os polimeros naturais (BERNKOP-SCHNURCH, 1998).

O processo de microencapsulacdo também € uma importante ferramenta
tecnoldgica para o aumento de biodisponibilidade de proteinas que sdo oralmente
administradas, o qual ocorre através da otimizagdo da absorc¢do intestinal e diminuicdo da
sua degradacdo, uma vez que os sistemas microparticulados oferecem protecdo adicional
ao material encapsulado (REKHA; SHARMA, 2013; SILVA et al.,, 2003), além de
possibilitarem a liberacdo do farmaco proteico nas por¢des terminais do intestino, onde se
verifica uma atividade enzimatica menos intensa em relacdo as porcdes superiores
(SCHILLING; MITRA, 1991).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1  Materiais

Acido cloridrico, teor 37% (Quimis); acetonitrila grau HPLC (Sigma); é&gua
destilada; alta amilose (Hylon VII - (National Starch & Chemical); fosfato de sédio
(Henrifarma); Hidréxido de sédio (Grupo Quimica); INS humana (Sigma); Pectina de
baixo grau de metoxilacdo, tipo LM-506CS (CP Kelco); tripsina de pancreas bovino
(Sigma), N-benzoil-DL-arginina p nitroanilida (BAPNA, Sigma), dimetilformamida
(DMF, Fisher Scientific), acido tricloroacético (Fisher Scientific), N-benzoil-L-tirosina p-
nitroanilida (BTPNA, Sigma), acido trifluoracético (TFA), a-quimotripsina de pancreas
bovino, sulfato de sodio anidro (Na,SO,), acido fosférico extra puro (H3PO,) (Sigma—
Aldrich).

2.2  Principais equipamentos

Agitador magnético (Fanem® modelo 258); analisador DSC Q10 da TA
instruments; balanca analitica (Bel Engineering); Difratdmetro de raios X, modelo D5000
(Siemens®); espectrofotdmetro ultravioleta (Hewlett Packard-Kayak XA); homogeneizador
ultra-turrax (IKA); microscopio-estereoscopio com dispositivo de captura e andlise de
imagens (Leica MZAPO); microscopio eletronico de varredura JEOL-JSM, modelo T- 330

A; peagdmetro (Micronal®).

2.3  Forma e tamanho das particulas

A andlise da forma e tamanho das particulas foi realizada em estereoscopio Leica
MZ APO®. O diametro de Feret a 0° e a circularidade foram determinados a partir da
digitalizagdo das imagens de no minimo 100 particulas em computador, utilizando o

programa analisador de imagem Motic Images Advances 3.2.

2.4  Rendimento
Para avaliar o rendimento do processo de obtencdo, as MP foram secas até peso

constante em dessecador contendo silica gel, sob vacuo. O rendimento foi calculado como
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sendo a massa obtida de MP secas dividida pela soma das massas dos polimeros e farmaco
utilizados na sua obtencéo, de acordo com a Equacdo 1:

Mm
mp+mf
onde mp= massa de MP secas; m, = massa de polimero e m;= massa de farmaco.

R% =

x 100 Equacédo 1

2.5  Determinacao do perfil de absorcéo de liquidos (AL)
A capacidade de absorcdo de liquidos das MP foi determinada em dispositivo de
Enslin adaptado (Fig. 23) (VOIGT, 2000).

Figura 23 - Dispositivo de Enslin para determinacao da capacidade de absorcao de

liquidos.
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Uma massa de MP foi precisamente pesada e imediatamente disposta sobre a placa
de vidro sinterizada do funil do dispositivo e o sitema foi fechado com auxilio de filme de
policloreto de vinila e papel aluminio. O volume de liquido absorvido pelas MP foi
avaliado ap6s 1, 2, 5, 10, 30, 60, 90 e 120 minutos. Foram utilizados 3 meios para simular
os diferentes ambientes do trato gastrintestinal - meio acido (HCI 0,1N, pH 1,2), tamp&o
fosfato pH 7,4 e tampdo fosfato pH 6,8.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem

de liquido absorvido em relagdo a massa inicial da amostra, de acordo coma Equagéo 2:
|4
AL(%) = — Equacio (2)

em que V (mL) é o volume de meio absorvido e m (g) é a massa de MP.
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2.5.1 Estudo da cinética da AL
Os dados obtidos na andlise de absorcdo de liquidos (se¢do 2.5 deste capitulo)

foram tratados de acordo com os modelos de Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull.

2.6 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de INS por
espectrofotometria na regido do ultravioleta

A validacéao foi realizada respeitando os parametros preconizados pela Resolugédo
RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA, Farmacopeia Americana e Conferéncia
Internacional de Harmonizagdo (USP, 2011; ICH, 2005; BRASIL, 2003), com o intuito de
garantir que o método empregado é apropriado para realizar a avaliacdo quantitativa da
INS, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos. Os parametros de validacédo
avaliados foram especificidade, seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de
deteccéo (LD) e limite de quantificagdo (LQ).

Foram validadas quatro metodologias para a quantificacdo da INS em diferentes
meios: meio &cido HCI 0,1 N (pH 1,2), tampéo fosfato 0,1M(pH 6,8), tampéo fosfato 0,1M
(pH 7,4) e tampdo TC 199 (pH 7,4).

2.6.1 Determinacédo do espectro de absorcao da INS na regido do UV

Solugdes de INS na concentragdo de 45 pg/mL foram preparadas em HCI 0,1N, pH
1,2, tampado fosfato 0,1 M, pH 7,4, tampé&o fosfato 0,1 M pH 6,8 e tamp&o TC-199 pH 7,4.
Estas solucdes foram submetidas a varredura na regido do UV-Vis entre 200 a 400 nm e 0s

picos de absorcdo méaxima foram registrados.

2.6.2 Especificidade

A especificidade foi estabelecida pela comparacdo dos espectros de absorgédo
obtidos das amostras de INS (45 pg/mL) contaminadas com gelana ou amido
resistente/pectina (100 pg/mL), com os resultados das amostras de INS (45 pg/mL) sem a
presenca dos polimeros. As amostras foram analisadas, em triplicata, em HCI 0,1N, pH
1,2, tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, tampéo fosfato 0,1 M pH 6,8 e tampéao TC-199 pH 7,4.

2.6.3 Linearidade
A linearidade do método foi determinada atraves da obtencdo da curva analitica da
INS em HCI 0,1N (pH 1,2), tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4), tampdo fosfato 0,1 M (pH 6,8)

ChMenaguin, A. 3, 82



Capitulo 11l - Guracterizagio fisico-quimica

e tampéo TC-199 (pH 7,4). A partir de solugdes estoque contendo 1000 pg/mL do farmaco,
foram preparadas diluicdes com concentragdes variando de 5 a 45 pg/mL, em triplicata.

Uma curva analitica da concentracdo de INS versus absorbancia foi obtida.

2.6.4 Precisao

A partir das solucdes estoque de INS em HCI 0,1N (pH 1,2), tampé&o fosfato 0,1 M
(pH 7,4), tampédo fosfato 0,1 M (pH 6,8) e tampdo TC-199 (pH 7,4), foram preparadas
solucdes de INS nas concentragdes de 5, 25 e 45 pg/mL, correspondentes as concentragdes
baixa, média e alta do intervalo linear da curva analitica. Estas solu¢des foram analisadas
por espectroscopia na regido do UV em triplicata e a precisdo pode ser expressa como

coeficiente de variacdo (CV), segundo a Equacdo 3:
CcV = % %X 100 Equacédo 3

onde: DP = desvio-padrdo e C = média das concentracbes determinadas

experimentalmente.

2.6.5 Exatiddo
A exatiddo foi avaliada através de trés diferentes concentragdes, baixa (5 pg/mL),

média (25 pg/mL) e alta (45 pg/mL), contemplando a faixa de linearidade do método. A
exatiddo foi calculada através da Equacdo 4, na qual é expressa a concentracdo média

determinada experimentalmente (C) e a concentracao tedrica correspondente (Co).

Exatiddo (%) = Ci x 100 Equagio 4
0

2.6.6 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
Foram preparadas trés solugcdes com concentracbes de INS préximas ao limite
inferior da curva analitica (5, 7,5 ¢ 10 pg/mL). O LD e LQ foram calculados, baseando-se

no desvio padrdo (DP) e na inclinacdo da curva analitica («) expressos de acordo com as

Equacdes 5 e 6:
LD = % X 3 Equacdo 5
LQ = % x 10 Equacéo 6

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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2.7  Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

MP secas foram precisamente pesadas (50 mg) e mantidas sob agitacdo magnética
(720 rpm) constante por 2 horas em solucdo de HCI 0,1 N, pH 1,2 (v=2,5 mL). Em
seguida, para a extracdo completa da INS, as amostras foram trituradas em ultra-turrax
(IKA) a 13.600 rpm, durante 2 min, filtradas e o farmaco quantificado em
espectrofotometro UV-VIS em 271 nm (JIN et al., 2012; JOSE et al., 2012, LU et al.,
2012), em triplicata. O mesmo foi feito com MP controle (sem farmaco), usadas como
branco.

A EE foi definida como a massa de INS quantificada (mg) pelo volume total da
solucdo de INS absorvida (DEAT-LAINE et al., 2013). O volume da solugéo absorvida foi
determinado pelo comportamento de absorcao de liquidos, como segue: MP controle secas
e precisamente pesadas (50 mg) (massa inicial, mg) foram incubadas em solucéo de INS (2
mL) por 24 h e, em seguida, separadas por filtracdo, tendo o excesso de liquido
cuidadosamente removido com papel absorvente. Procedeu-se a pesagem das MP
intumescidas (massa intumescida, m;) e a massa de solucdo de INS absorvida (Msja, €M Q)
foi calculada através da diferenca m; — mo,. Em seguida, msj, foi convertida em volume de
solucdo de INS (V;), a partir do qual foi possivel calcular a massa tedrica de INS absorvida
(My), considerando-se que a concentragdo da INS comercial utilizada para o experimento

(Novolin®) é 100 UI/mL e que 1 Ul corresponde a 0,035 mg de INS.

2.7.1 Teor de INS
O teor de INS contida nas MP foi calculado empregando a Equacédo 7, onde myys € a

massa de INS quantificada e myy, € a massa de MP.

Mmyns
mam

Teor de insulina = Equacgao 7

Para melhor apreciagéo do teor de INS, foi feita uma converséo para U1/100mg de
particulas, onde 1 Ul corresponde a 0,035 mg de INS.

2.8 Microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG)
A morfologia de superficie e da secdo transversal das MP foi avaliada por MEV-
FEG em microscopio JEOL JSM-7500F (Japdo). O preparo das amostras consistiu na

deposicdo de uma camada fina de carbono sobre a superficie das MP para tornés-la
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condutoras. A deposicdo foi feita através da evaporacdo de um fio de carbono apds a
aplicacdo de um potencial elevado. A anélise das secOes transversais foi realizada apos
criofatura das amostras. As fotomicrografias de cada amostra foram obtidas com ampliagéo
de 50, 200, 1000 e 10000 x. MP revestidas e ndo revestidas, contendo ou ndo INS, foram

analisadas.

2.9  Difracéo de raios-X

A identificacdo da estrutura cristalina e/ou amorfa da INS humana em po, da sua
mistura fisica com a gelana, das MP obtidas com 2,5% de polimero contendo ou ndo INS,
revestidas ou nao, foi realizada a partir de difratogramas obtidos em difratometro de raios-
X Siemens®, modelo D5000, com velocidade do goniémetro de 0,05°/s, sob radiacéo de

Cu-Ka (A=1,5406A) e com varredura de raios X de angulo aberto 20 entre 4° e 70°.

2.10 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC das MP, polimeros isolados e da INS em p6 foram obtidas
utilizando-se calorimetro exploratério diferencial, a uma razdo de aquecimento de
10°C/min, sob atmosfera inerte de gas nitrogénio (50 mL/min), na faixa de aquecimento de
25 a 300 °C. Os experimentos foram conduzidos utilizando-se cadinho de aluminio com
tampa perfurada contendo aproximadamente 5 mg de amostra e como referéncia foi

utilizado um cadinho de aluminio vazio.

2.11 Atividade inibitéria das dispersGes poliméricas e das MP contra enzimas
proteoliticas

Os estudos de degradabilidade enzimatica foram realizados no Laboratério de
Biofarmécia (ERT-CIDAM) da Universidade D'Auvergne, em Clermont-Ferrand, Franga,

sob orientagdo do Prof. Dr. Eric Beyssac, durante periodo de Doutorado Sanduiche.

2.11.1 Inibigdo da tripsina
A avaliacdo do potencial das dispersdes poliméricas de gelana (2,0%) e amido
resistente/pectina (5%, 1:1) e MP controle revestidas (C153 e C205) e ndo revestidas (153

e 205) em inibirem os processos enzimaticos relacionados com a degradacdo de proteinas
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foi realizado de acordo com metodologia proposta por Ameye e colaboradores (2000).
Resumidamente, N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) foi dissolvido em
dimetilformamida (20 mM) como uma solucdo de substrato. Em seguida, MP ou
dispersdes poliméricas foram dispersas em tampéo fosfato (0,2 M; pH 7.4) na concentracédo
de 1% (p/p) e, imediatamente, misturados com a solugdo de substrato (1:1). Trinta
unidades de tripsina previamente preparada em HCI (10 mM) foram adicionadas e as
amostras incubadas a 37 °C por 30 min. A acdo enzimatica foi parada através da adicao de
acido tricloroacético a 1% e o metabodlito p-nitroanilina formado foi quantificado
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 405 nm.

Experimentos controle foram realizados de maneira similar sem a adi¢do de MP ou
polimeros e a atividade enzimatica encontrada (AEcontrole) fOI assumida como 100%. A

inibicdo da tripsina foi calculada de acodo com a Equacéo 8:

AE
% Inibicdo Enzimatica = Z_controle 100 Equacao 8

AEamostras

Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.11.2 Inibicdo da a-quimotripsina

MP controle (153, C153, 205 ou C205) ou dispersGes poliméricas (amido
resistente/pectina 1:1 a 5% ou goma gelana a 2,0%) foram dispersas em tampéo TRIS-HCI
(pH 7,8) a 1% (p/p) e, imediatamente, misturadas com o substrato N-benzoil-L-tirosina-p-
nitroanilida (BTPNA) previamente dissolvido em dimetilformamido (1,18 mM) na
proporcdo de 1:1. Quarenta unidades de a-quimotripsina foram adicionadas e as amostras
incubadas a 37 °C por 30 min. A reacdo enzimatica foi parada com a adi¢cdo de &cido
tricloroacético (1%; v/v) e a inibicdo da quimotripsina foi calculada de acordo com a

Equacdo 8. As analises foram realizadas em triplicata.

2.11.3 Avaliacgao do efeito protetor das MP contra a degradacéo da INS

A capacidade das MP protegerem a INS encapsulada contra a degradacao
enzimatica foi avaliada dispersando-se as MP IN153, CIN153, IN205 ou CIN205 em
tampéo fosfato (pH 7,4) contendo tripsina (10 Ul/mL) e quimotripsina (10 Ul/mL). As
amostras foram incubadas a 37 °C durante 120 min e em intervalos de tempos pré-
determinados, aliquotas foram retiradas e a reacdo enzimética parada através da adi¢do de

uma solucdo aquosa de acido trifluoracético (0,1 %; v/v). A quantidade de INS que
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permaneceu inalterada foi quantificada por CLAE. Um ensaio similar utilizando solucéo de
INS (Novolin®) foi realizado como controle. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

A quantificacdo de INS por CLAE foi realizada em aparelho Merck-Hitachi
equipado com uma bomba inteligente (L-62000 A), detector de arranjo-diodos (DAD),
interface D-6000, coluna RP C18 (5 pm, 4 mm %250 mm, Merck, Darmstadt, Germany)
equilabrada a 40 °C com fluxo de 1,0 mL/min. A fase movel utilizada foi tampdao de
sulfato de sodio 0,2 M com pH ajustado para 2,3 utilizando acido fosférico e acetonitrila
(72:28) no modo isocratico e volume de injecdo de 20 pL via injetor automatico (AS-2000
A). O tempo de corrida foi de 12 min, absorbancia da INS foi registrada em 214 nm e a
area sob a curva (AUC) foi usada para calcular a concentracdo de INS baseado nas curvas
de calibracdo (DEAT-LAINE et al., 2012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Forma e tamanho das particulas
Os perfis de distribuicdo granulométrica das MP de gelana, para uma populagédo de
100 particulas, sdo apresentados nas Figuras 24 e 25, onde os dados sdo exibidos em

funcdo da frequéncia percentual e frequéncia acumulada das classes de tamanhos obtidas
pelo diametro de Feret.

Figura 24 - Distribuicéo de tamanho de particula para as MP controle.
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As MP controle (Fig. 24) apresentaram perfis de distribuicdo em que o tamanho das
particulas variou de 700 a 1600 um e dentre as diferentes amostras, a 153 foi a que
apresentou a menor variacdo (700 e 1200 um). A maior populacdo de MP reticuladas com
a concentracdo mais baixa de AI** (3%) situaram-se numa faixa de tamanho inferior (1000-
1100 pum) aquela verificada para as amostras reticuladas com concentracdo mais alta de
reticulante (5%) (1100-1200 pm), provavelmente devido ao alto grau de reticulacéo ter
fornecido maior resisténcia mecanica as particulas, originando MP maiores (CARDOZO,
2014).

As amostras carregadas com INS (Fig. 25) exibiram perfil de distribuicdo mais
estreito em relagdo as amostras controle, com distribui¢do de tamanho de 700 a 1500 pm,
sendo que a maior populacdo de todas as MP se situaram numa faixa de tamanho inferior
(1000-1100 pm). Ambos os comportamentos podem ser atribuidos as interacGes farmaco-
polimero, as quais devem originar uma rede mais compactada e, consequentemente,
particulas com tamanho mais reduzido (SOARES, 2013).

Figura 25 - Distribuicdo de tamanho de particula para as MP carregadas com INS.
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Os valores de diametro médio e circularidade das MP estdo apresentados na Tabela
9. A comparagdo entre as MP controle revelou que em concentragdo mais baixa de
reticulante (3%), as maiores concentraces de gelana empregadas no preparado das MP
203 e 253 elevaram o diametro médio das particulas ( de 1091 para 1156 pm) (p<0,05),
uma vez que, na maioria dos casos, o tamanho de uma MP é diretamente proporcional a
concentracdo de polimero, ou seja, a medida que se aumenta a concentragdo polimérica da
dispersdo a ser gotejada, espera-se também o0 aumento do seu tamanho
(BHATTACHARYA et al., 2013). O mesmo comportamento nao foi observado para as
MP reticuladas com 5% de AI**, para as quais 0 diametro médio das amostras 155 e 205
foi considerado semelhante (p>0,05), enquanto que o aumento de 2,0 para 2,5% de gelana
levou a diminuicdo do diametro médio (de 1197 para 1122 um) (p<0,05), provavelmente
devido a formacdo de estruturas muito compactadas e, consequentemente, particulas com
tamanho mais reduzido (SOARES, 2013).

Apesar do aumento da concentracdo da solucdo reticulante estar frequentemente
relacionado & maior retracdo da MP com consequente diminui¢do de tamanho (MAITI et
al., 2011), observou-se que o0 aumento de AI** de 3 para 5% levou ao aumento do diametro

médio das MP controle, com excec¢do das amostras 253 e 255 (p>0,05).
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Tabela 9 -Valores de diametro médio e circularidade das MP

Amostra  Didmetro médio (um) Circularidade

153 1033,52 +£ 102,41 0,69 +0,17
203 1091,36 + 102,66 0,72+0,12
253 1156,04 + 102,66 0,77 +0,85
155 1171,12 + 101,94 0,73+0,12
205 1197,80 £ 102,20 0,78 +£0,09
255 1122,35 + 94,90 0,81 +0,04
IN153 1054,55 + 78,58 0,76 + 0,07
IN203 1080,29 + 85,87 0,81 +0,04
IN253 1036,28 + 79,99 0,80 + 0,04
IN155 1012,20 + 75,64 0,73 +0,06
IN205 1065,92 £ 92,81 0,73+ 0,06
IN255 1053,44 + 96,32 0,68 +0,10

A comparacdo entre as MP controle e as carregadas com INS indicou que a
presenca do farmaco, geralmente, levou a obtencdo de particulas com menor diametro
médio (Tab. 9), o que pode estar relacionado com a forte interacdo entre a INS e a gelana,
corroborando os resultados verificados anteriormente nos graficos de distribuicdo de
tamanho. No entanto, as amostras IN153 e IN203 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo as suas contrapartidas (153 e 203) (p>0,05),
possivelmente, devido a maior massa de farmaco encapsulada (maior EE) nessas amostras
(secdo 3.5 deste capitulo) que deve ter preenchido os espacos vazios, ndo permitindo a
compactacao estrutural.

A morfologia de um sistema multiparticulado pode ser caracterizada
qualitativamente pela sua aparéncia visual como irregular, acircular, angular ou esférica e,
quantitativamente, através dos fatores de forma, como a circularidade, para a qual valores
mais proximos de 1 indicam maior esfericidade da amostra (MILKI et al., 2001).

De acordo com a Tabela 9, as MP obtidas neste trabalho por geleificacéo
ionotropica podem ser consideradas aproximadamente circulares, uma vez que os valores
de circularidade sdo proximos a 1 (0,69 e 0,81). Dentre as amostras controle, a amostra 255
foi a que apresentou maior circularidade (0,81), indicando que o aumento da concentracéo
polimérica favorece a homogeneidade da forma, provavelmente devido a formagéo de uma
estrutura mais compactada, a qual sofre menor impacto da tensao superficial, mantendo sua
estrutura preservada. Além disso, a maior viscosidade das dispersdes com maior
concentracdo de gelana também permite uma maior resisténcia mecanica, originando

particulas mais circulares ao final do processo de obtengéo.
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O aumento da concentracdo da solucéo reticulante de 3 para 5% néo influenciou na
circularidade, com excecdo da amostra 205 que foi mais circular que a 203 (p<0,05).

A incorporacdo da INS promoveu o aumento da circularidade das amostras
reticuladas com 3% de solucéo reticulante de 0,69 para 0,76 para as amostras obtidas com
1,5% de gelana, e de 0,72 para 0,81 para aquelas obtidas com 2,0% de gelana, ndo havendo
diferencas significativamente estatisticas entre os valores de circularidade das amostras
253 e IN253 (p>0,05).

No entanto, para as amostras reticuladas com 5% de AICI; (com excecdo da 155 e
IN155), a presenca de INS diminuiu a circularidade das amostras, 0 que pode estar
relacionado com a forte interacdo farmaco-polimero, que leva a compactacdo da estrutura
polimérica, 0 que pode ter ocorrido de maneira heterogénea e abrupta, levando a
irregularidade da forma.

Através do conjunto de dados apresentados, concluiu-se que a temperatura da
dispersdo de gelana e a velocidade de agitacdo exercem importante influéncia no diametro
das MP, as quais, de maneira geral, ttm seu tamanho reduzido quando INS ¢é incorporada.
O carregamento com farmaco e o aumento da concentracdo de gelana permitiram a

formagdo de particulas mais circulares.

3.2  Rendimento

A Tabela 10 apresenta o rendimento (%) do processo de obtencdo das amostras, a
qual variou entre 69,26 e 99,10%, indicando que o método proposto é eficiente para
obtencdo de MP.

Tabela 10 - Rendimento das amostras.

Amotra Rendimento (%)
IN153 98,34
IN155 98,77
IN203 98,52
IN205 99,10
IN253 78,40
IN255 69,23

Observou-se uma significativa reducdo do rendimento das amostras (até 30%),

relacionado com o aumento de concentragdo de gelana e, consequentemente, com 0
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aumento de viscosidade das dispersdes a serem gotejadas, as quais frequentemente levam
ao entupimento da agulha com perda de material. No entanto, o valor de rendimento

alcancado por estas dispersdes (~69-78%) demonstra a viabilidade do processo.

3.3  Determinacao do perfil de absorc¢éo de liquidos (AL)

O comportamento de absorcdo de liquidos no equilibrio (120 min) (AL;20) das MP
controle e aquelas carregadas com INS com e sem revestimento em diferentes meios (HCI
0,1N, pH 1,2; tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 e pH 6,8) sdo apresentados na Tabela 11 e na
Figura 26.

As MP apresentaram elevada capacidade de AL;20, 0 qual variou entre 210 e 800%.

Tabela 11 - Valores de absorcdo de liquido (%) no equilibrio (120 min) em meios com

diferentes valores de pH.

Amostras HCI Tampéo fosfato ~ Tampao fosfato
(0,1 N; pH 1,2) (0,1M; pH 7,4) (0,AM; pH 6,8)
153 477,88 + 57,47 656,57 + 7,61 566,98 + 9,32
IN153 218,77 £ 37,31 514,36 = 25,75 420,74 £ 9,32
CIN153 397,77 + 18,76 594,29 + 34,20 483,83 + 16,74
203 374,03 + 6,34 552,17 + 12,56 447,95 + 8,58
IN203 330,31+ 17,99 539,12 + 40,59 441,21 + 39,19
CIN203 438,44 + 52 59 641,39 + 57,59 513,15 + 39,38
253 615,49 + 27,52 812,50 + 14,53 703,36 + 11,86
IN253 410,45 +£118,70 512,95 + 48,28 496,69 + 32,17
CIN253 321,04 + 59,18 596,60 + 51,41 490,56 + 67,30
155 393,15+ 71,30 522,19 +10,18 433,34 + 25,73
IN155 357,67 + 88,40 508,11 + 29,92 403,36 + 34,98
CIN155 308,64 + 27,91 567,97 +11, 74 494,83 + 12,43
205 304,82 + 70,19 432,59 + 11,89 373,72 £ 27,35
IN205 315,14 + 44,58 515,47 + 33,71 411,40+ 11,11
CIN205 313, 60 £ 34,19 570,33 + 17,79 458,69 + 8,67
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Figura 26- Absorcéo de liquidos (%) no equilibrio (120 min) das MP em diferentes meios (HCI pH 1,2; tampao fosfato pH 7,4 e pH 6,8).
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Uma vez que os polimeros que compde as MP (goma gelana) e o revestimento
(amido resistente e pectina) sdo polieletrolitos que sofrem alteracdo conformacional das
cadeias com a mudanca de pH do meio (NARKAR et al., 2010), o comportamento pH-
dependente verificado na analise de absorcao de liquidos mostra-se coerente.

Pode-se observar a menor AL;,, em meio acido do que nos meios com pH 7,4 e 6,8.
Este comportamento é tipico dos polimeros anidnicos, os quais quando em pH &cido tém
os grupos carboxilicos na forma protonada devido & predominancia de fons H*, o que reduz
a repulsao eletrostatica, dificultando a penetracdo de liquidos e diminuindo a hidrofilia do
sistema (CARBINATTO et al., 2014; PREZOTTI et al., 2014; BHATTACHARYA et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2010).

Por outro lado, 0 aumento do pH ocasiona a ionizagcdo dos grupamentos COOH
para COQO", promovendo a repulsdo das cadeias poliméricas com consequente dilatacdo da
rede, o que favorece a hidrofilia do sistema (MENEGUIN et al., 2014; MULHBACHER et
al., 2004).

Em alguns casos, observou-se a tendéncia das MP controle absorverem uma maior
quantidade de liquidos do que as amostras carregadas com INS e as carregadas com
INS/revestidas. Esse comportamento pode estar relacionado com a existéncia de estruturas
poliméricas menos empacotadas na auséncia de farmaco, a qual deve permitir o
preenchimento dos espacos vazios com o liquido circundante. Por outro lado, o
revestimento representa uma barreira fisica adicional, que desfavorece a permeacdo de
liquidos para o interior da estrutura.

Para avaliar o efeito da concentracdo de gelana na ALy, primeiramente foram
analisadas as amostras controle 153, 203 e 253, para as quais conclui-se que a maior
concentracdo deste polimero (2,5%) foi responsavel pela maior ALj,9. ESSe comportamento
é bastante coerente, estando relacionado nao somente a hidrofilia da gelana, mas também a
maior massa de polimero e de quantidade de grupamentos -OH disponiveis para interagcdo
com as moléculas de agua.

Né&o foram verificadas diferencgas entre as amostras controle reticuladas com 5% de
AIClI; (p>0,05), porém o aumento de reticulante de 3% para 5% reduziu a ALz, uma vez
que uma rede polimérica mais empacotada e rigida deve ser construida, o que dificulta a
difusdo das moléculas de agua (ANGADI et al., 2013; BANERJEE et al., 2012). Prezotti e
co-autores (2014) em estudos com beads de gelana e pectina carregados com cetoprofeno
também verificaram uma diminuigdo na habilidade de intumescimento com o aumento da

concentracdo de reticulante.
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Observou-se que a presenca de INS e do revestimento nas MP CIN253 promoveu
uma diminuicdo na ALy, em comparacdo com a MP controle 253 em todos 0s meios
estudados. Apesar de o revestimento representar uma barreira fisica adicional a entrada de
agua, estudos realizados com filmes livres de amido resistente/pectina (MENEGUIN et al.
2014) indicaram um alto grau de intumescimento destes nos mesmos meios estudados,
sugerindo a formacdo de uma camada geleificada viscosa que controla a difuséo das
moléculas de agua para o interior de MP revestidas.

Para as amostras obtidas com as mais baixas concentracOes de gelana (1,5%) e
reticulante (3%), a presenca de INS promoveu significativa redugdo da ALy, enquanto que
0 revestimento ndo afetou esse pardmetro (p>0,05), provavelmente devido a maior massa
de polimero para interagir com a agua.

Contudo, para as amostras 203, 155 e 205 (p>0,05), a presenca de INS e do
revestimento ndo exerceu influéncia na ALjz, as quais absorveram quantidade semelhante
de liquidos (pHs 1,2 e 7,4) em relacdo a seus controles (p>0,05). Excecdo para a amostra
CIN205 em tampdo fosfato pH 7,4 que teve o percentual de ALj29 aumentado em relacédo a
amostra controle.

Com base nos resultados obtidos, foi verificado que fatores como concentracdo de
reticulante, interacdo farmaco-polimero e o revestimento podem ser modulados a fim de
permitir um maior controle das taxas de ALiyo € intumescimento, os quais também estdo
relacionados com a menor suscetibilidade a degradacdo enzimatica, visto que o acesso das
enzimas as ligacdes glicosidicas é facilitado pela presenca de agua. O controle de todos
esses parametros deve contribuir para a reducdo das taxas de liberagdo do farmaco,
considerando que um dos mecanismos de liberacdo € o intumescimento, seguido do

relaxamento das cadeias poliméricas.

3.3.1 Avaliagdo da cinética da AL

A cinética de absorc¢éo de liquidos das MP baseadas em gelana carregadas com INS
e revestidas com filmes de amido resistente/pectina foi avaliada a partir dos perfis da
capacidade de absor¢do de liquidos (%) em funcdo do tempo (t) em meios com diferentes
valores de pH.

Os modelos matematicos de Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull foram aplicados
aos dados a fim de avaliar a dindmica da penetracao de liquidos nas MP. Os coeficientes de

correlagdo ajustados (r’) sdo apresentados nas Tabelas 12-14, para as amostras carregadas
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com INS e revestidas, para as amostras carregadas com INS e sem revestimento e para as

amostras controle.

Tabela 12 - Valores do coeficiente de correlagdo (r?) dos dados de absorcéo de liquido das
MP controle para diferentes modelos matematicos (Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull)
em meio acido (HCI 0,1N; pH 1,2), tampdo fosfato pH 7,4 e tampéo fosfato pH 6,8.

HCI 0,1N (pH 1,2)

153 203 253 155 205

Higuchi 0,8961 0,0000 0,7009  0,9907 0,6268

Korsmeyer-Peppas (9813 0,9262 0,9848 0,9912  0,9305

Weibull 0,9703 0,9047 0,9715 0,9619  0,9277
Tampéo fosfato 0,1M (pH 7,4)

Higuchi 0,8319 0,6677 0,6653 0,8754  0,7617

Korsmeyer-Peppas (9758 0,9528 0,9654 0,9739  0,9822

Weibull 0,9484 0,9131 0,9207 0,9666  0,9584
Tampéo fosfato 0,1M (pH 6,8)

Higuchi 0,7226 0,3749 0,4770  0,7507 0,6157

Korsmeyer-Peppas  0,9560 0,9476 0,9607 0,9799  0,9812

Weibull 0,9291 0,9147 0,8587 0,9139  0,9684

Tabela 13 - Valores do coeficiente de correlagdo (r?) dos dados de absorcéo de liquido das

MP carregadas com INS e ndo revestidas para diferentes modelos matematicos (Higuchi,

Korsmeyer-Peppas e Weibull) em meio acido (HCI 0,1N; pH 1,2), tampao fosfato
HCI0,1N (pH 1,2)

IN153 IN203 IN253  IN155  IN205

Higuchi 0,0000 0,5661 0,9327  0,0000 0,6693

Korsmeyer-Peppas 9078 0,9618 0,9793 0,9574  0,9709

Weibull 0,8518 0,9581 0,9617 0,9250 0,9353
Tampao fosfato 0,1M (pH 7,4)

Higuchi 0,8604 0,9140 0,9402  0,9006  0,9032

Korsmeyer-Peppas 9594 0,9793 0,9954  0,9839 0,9691

Weibull 0,9395 0,9764 0,9945 0,9749 0,9677
Tampao fosfato 0,1M (pH 6,8)

Higuchi 0,8429 0,8531 0,9274 0,7326  0,7561

Korsmeyer-Peppas  0,9928 0,9962 0,9909 0,9906  0,9925

Weibull 0,9756 0,9860 0,9749 0,9818 0,9782
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Tabela 14- Valores do coeficiente de correlacio (r’) dos dados de absorcao de liquido das
MP_carregadas com INS e revestidas para diferentes modelos matemaéticos (Higuchi,
Korsmeyer-Peppas e Weibull) em meio &cido (HCI 0,1N; pH 1,2), tampdo fosfato pH 7,4 e
tampéo fosfato pH 6,8.

HCI0,IN (pH 1,2)
CIN153  CIN203  CIN253 CIN155 CIN205

Higuchi 0,8997 0,8967 0,8837 0,8339 0,8340

Korsmeyer-Peppas  0,9814 0,9820 0,9857 0,9801  0,9803

Weibull 0,9699 0,9696 0,9709 0,9679 0,9678
Tampéo fosfato 0,1M (pH 7,4)

Higuchi 0,8643 0,8893 0,8732 0,8548 0,8254

Korsmeyer-Peppas () 9654 0,9930 0,9816  0,9675 0,9821

Weibull 0,9593 0,9829 0,9741  0,9659 0,9724
Tampéo fosfato 0,1M (pH 6,8)

Higuchi 0,6889 0,7212 0,7367 0,7762  0,6156

Korsmeyer-Peppas 00,9842 0,9925 0,9923 10,9892 0,9849

Weibull 0,9503 0,9777 0,9771 0,9732 0,9812

Uma vez que o coeficiente de correlacdo (r’) é uma medida de qualidade do modelo
aplicado em relacdo a sua habilidade de estimar corretamente os valores da resposta,
valores de r? préximos a 1 indicam uma maior correlacdo com os dados analisados. De
acordo com as Tabelas 12, 13 e 14, conclui-se que para todas as amostras desenvolvidas e
testadas nos meios com diferentes valores de pH, o modelo cinético de Korsmeyer-Peppas
foi o que melhor se correlacionou com os dados de absorcao de liquidos.

A constante cinética de penetracao de liquidos (ks) e 0 expoente n, relacionado com
0 mecanismo que rege a penetracdo do liquido, foram calculados através da Equacgdo de
Korsmeyer-Peppas (Eg. 9), em que M; e Mg S0, respectivamente, a massa de MP em um
tempo t e no estado de equilibrio.

M,

= k. t" Equacao 9
eq

Os valores de n e ks sdo expressos na Tabela 15.
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Tabela 15 - Valores de Ks e n obtidos a partir dos dados da absorcéo de liquidos em meios com distintos valores de pH.

HCI 0,IN (pH 1,2)

153 203 253 155 205 IN153 IN203 IN253 IN155 IN205 | CIN153 CIN203 CIN253 CIN155 CIN205
KS(%min'n) 88,70 176,50 167,87 42,60 84,37 |102,39 102,12 67,22 14556 85,70 73,10 81,41 63,27 71,04 72,22

n 0,3425 0,1549 0,2762 0,3707 0,2674 | 0,1588 0,2542 0,3733 0,1860 0,2707 | 0,3447 0,3426 0,3340 0,3143  0,3143

Tampao fosfato 0,1M (pH 7,4)

Ks (%min'”) 142,92 144,03 214,09 98,78 103,82 | 96,43 92,70 91,12 92,78 89,10 | 114,40 124,93 115,52 108,37 123,27

n 0,3152 0,2724 0,2697 0,3337 0,2902 | 0,3317 0,3553 0,3682 0,3442 10,3533 | 0,3310 0,3345 0,3299 0,3273  0,3093

Tampao fosfato 0,1M (pH 6,8)

Ks (%min-”) 153,38 156,57 226,37 109,38 111,60 | 91,71 98,78 9291 106,81 104,29 | 126,46 13531 126,98 118,18 138,22
n 0,2864 0,2321 0,2411 0,2876 0,2608 | 0,3137 0,3177 0,3610 0,2823 0,2875| 0,2725 0,2787 0,2823 0,2925  0,2599
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Numa analise comparativa, os valores da constante de intumescimento (ks) (Tab.15)
variaram de 42,60-176,50% min™ em meio acido, 89,10-214,09 % min™ em tampéo
fosfato pH 7,4 e 91,71-226,37 % min™ em tampao fosfato pH 6,8, indicando que a taxa de
penetracdo de liquidos nas MP foi significativamente menor em meio acido do que nos
outros meios estudados e esse comportamento estd de acordo com os resultados de
habilidade de absorcdo de liquidos (%) discutidos anteriormente. Além disso, os altos
valores de Ks sugerem que todas as amostras apresentaram um efeito burst de
intumescimento (CASTELLANOS GIL et al., 2009).

Valores de ks de até 2,3 x menores em meio acido do que em pH 7,4 foram
verificados entre as MP controle (excegdo 203), revelando uma taxa de penetracdo de
liquidos mais lenta para o interior das particulas. Devido & elevada hidrossolubilidade da
INS, sua incorporacdo as MP tornou os valores de ks em meio acido maiores (até 1,57 x)
em relacdo aos outros meios (excecdo IN253). No entanto, o revestimento das MP
carregadas com INS reverteu invariavelmente esse comportamento, levando ao aumento
gradativo das taxas de penetragdo com o aumento de pH, o que poderd implicar numa
maior protecdo da INS contra degradacdo nas por¢des superiores do TGI.

Em todos os casos, o expoente n foi menor do que 0,43 (Tab. 15), o que indica
que a penetracdo de liquidos nas MP foi controlada por difuséo Fickiana (caso-1), isto &,

a penetracdo de liquidos é controlada pela taxa de difusdo das moléculas de agua na
matriz polimérica para o interior da estrutura segundo um gradiente de concentracao
(RITGER; PEPPAS, 1987).

Uma vez que os filmes livres de amido resistente/pectina apresentaram elevado
intumescimento em estudo anterior (MENEGUIN et al., 2014), o mecanismo de
penetracdo de liquidos verificado é um indicativo de que as cadeias poliméricas do
revestimento ja se encontram num relaxamento maximo, possivelmente com uma
camada geleificada e viscosa bem estabelecida, sendo a difusdo das moléculas de agua

para o interior das MP o passo limitante para a absor¢éo de liquidos.
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3.4  Validacdo de metodologia analitica para quantificagdo de INS por

espectrofotometria na regido do ultravioleta

3.4.1 Determinacéo do espectro de absorcdo da INS na regido do UV

Os espectros de absorcao da INS em HCI 0,1N (pH 1,2), tampao fosfato 0,1 M
(pH 7,4), tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,8) e tampédo TC-199 (pH 7,4) foram obtidos por
espectrofotometria na regido do UV e o comprimento de onda de maxima absorcao
apresentou-se em 271 nm.

Os picos de absorcdo maxima obtidos em 271 nm foram selecionados para a

realizacdo das andlises quantitativas do farmaco (Fig. 27).

Figura 27 - Espectro da INS em HCI 0,1N (pH 1,2) (A), tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4)
(B), tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,8) (C) e em tampédo TC-199 (pH 7,4) (D).
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3.4.2 Especificidade
Os resultados demonstraram que o método proposto é seletivo e especifico para
todos os meios analisados, visto que ndo se identificou qualquer interferéncia do

polimero no comprimento de onda de mé&xima absor¢do do farmaco (Fig. 28).
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Figura 28 - Espectros de absorcdo da INS na regido do UV na presenca e auséncia de
gelana ou amido resistente/pectina em HCI 0,IN (pH 2,0) (A), tampé&o fosfato 0,1 M
(pH 7,4) (B), tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,8) (C) e em tampéo TC-199 (pH 7,4) (D).
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3.4.3 Linearidade

Curvas analiticas da INS foram construidas para diferentes meios para
comprovar a linearidade do método de quantificacdo por espectrofotometria na regido
do UV (Fig. 29).

Figura 29 - Curva analitica da INS em HCI 0,1N (pH 1,2) (A), tampdo fosfato 0,1 M,
(pH 7,4) (B), tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,8) (C) e em tampéo TC-199 (pH 7,4) (D).
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Os dados obtidos a partir da regressdo linear das curvas analiticas estdo
apresentados na Tabela 16 e os coeficientes de correlagdo linear (r) obtidos estdo em
conformidade com o preconizado pela ANVISA, demostrando a linearidade do método

para o intervalo proposto.

Tabela 16 - Dados das curvas analiticas obtidas nos diferentes meios.

HCIO,1 N Tampéo Tampéao Tampéo

Parametros (pH1,2) fosfato 0,1 M fosfato 0,1 M  TC-199

(pH 6,8) (pH 7,4) (pH 7,4)

Coeficiente linear 0,0115 0,0124 0,0118 0,0128
Intercepto 0,007 0,0026 0,0082 0,0034
Coeficiente de correlacao 0,9972 0,9992 0,9992 0,9970

3.4.4 Precisao

A precisao foi avaliada através da anélise de trés niveis de concentracdo, baixa
(5pug/mL), média (25ug/mL) e alta (45ug/mL) (Tabela 16). Através das analises dos
resultados, concluimos que o método proposto é preciso para a quantificacdo da INS,
uma vez que os coeficientes de variacdo foram sempre menores do que 5% (ANVISA,
2003).

A Tabela 17 mostra os resultados para os testes de repetibilidade e a Tabela 18

para os testes de precisao intermediaria.

Tabela 17 - Dados para o teste de precisdo intracorridas nos diferentes meios.

Concentragdo Concentragao Desvio  Coeficiente de

Meios Teobrica Experimental Padrdo  Variacdo (%)
(ng/mL) (1g/mL)

5 5,01 0,0706 1,4077
HCI 0,1 N (pH 1,2) 25 25,56 0,3573 1,3979
45 45,45 0,1742 0,3832
Tampao fosfato 5 4,96 0,0662 1,3348
0,1M (pH 7,4) 25 24,96 0,0994 0,3984
45 45,71 0,1563 0,3421
Tampéo fosfato 5 5,12 0,0715 1,3962
0,1M (pH 6,8) 25 24,99 0,4002 1,6014
45 45,11 0,3241 0,7186
5 5,12 0,0593 1,1685
Tampédo TC-199 25 25,47 0,3458 1,3578
(pH 7,4) 45 45,20 0,2097 0,4638
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Tabela 18 - Dados para o teste de precisao intercorridas nos diferentes meios.

Concentracdo Concentracdo Desvio  Coeficiente de
Meios Tedrica Experimental Padrdo Variago (%)
(ng/mL) (ng/mL)

5 4,92 0,0930 1,88
HCI 0,1 N (pH 1,2) 25 25,68 0,4079 1,59
45 45,60 0,1188 0,26
Tampéo fosfato 5 5,09 0,1584 3,11
0,1 M (pH 7,4) 25 25,08 0,0890 0,35
45 45,60 0,9016 1,98
Tampao fosfato 5 5,15 0,0925 1,79
0,1 M (pH 6,8) 25 25,62 0,6940 2,71
45 45,84 1,97 4,30
5 5,00 0,0853 1,70
Tampéo TC-199 25 25,11 0,3382 1,35
(pH 7,4) 45 45,09 0,3050 0,68

3.45 Exatidao

Os valores obtidos no teste de exatiddo (Tab. 19) demonstram que a metodologia

desenvolvida é adequada para a quantificacdo da INS, ja que os valores de exatidao nos

diferentes meios ficaram entre 99,20-102,47%.

Tabela 19 - Valores obtidos para o teste de exatidao.

Meios Concentracdo Tedrica Exatidao (%)
5 ug/mL 100,34
HCI 0,1 N (pH 1,2) 25 pg/mL 102,26
45 pg/mL 101,01
Tampéo fosfato 0,1 M 5 pg/mL 99,20
(pH 7,4) 25 ug/mL 99,85
45 pg/mL 101,58
Tampéo fosfato 0,1 M 5 nug/mL 102,37
(pH 6,8) 25 pg/mL 99,97
45 pug/mL 100,24
Tampao TC-199 (pH 5 ug/mL 102,47
7,4) 25 ng/mL 101,88
45 pg/mL 100,44

3.4.6 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagédo (LQ)

Os valores de LD e LQ obtidos séo apresentados na Tabela 20 e demonstram

que a metodologia desenvolvida é capaz de detectar e quantificar baixas concentragdes

de farmaco nos meios testados.
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Tabela 20 - Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) da INS nos
diferentes meios.

Parametros HCI0, 1M Tampdo Tampdo  Tampéo
(pH 1,2) fosfato fosfato TC-199
(PH68) (PH74) (pH7.4)

Desvio padrdo médio 0,0026 0,0032 0,0007 0,0056
Inclinacdo da curva analitica (o) 0,0115 0,0118 0,0123 0,0127
Limite de deteccéo (ug/mL) 0,68 0,81 0,17 1,32
Limite de quantificacdo (ug/mlL) 2,26 2,71 0,57 4,41

3.5  Eficiéncia de encapsulacdo (EE)

A encapsulacdo da INS nas MP de gelana foi realizada gotejando-se a disperséo
polimérica em solucédo reticulante contendo INS, seguido por 24 h de imersdo nesta
mesma solucdo para maior difusdo das moléculas de INS para o interior da matriz
polimérica. O pH da solucdo reticulante contendo INS (pH=4,5) permite a interacdo
eletrostatica entre a INS e a gelana, j& que quando uma proteina esta em solucdo de pH
abaixo do seu ponto isoelétrico (plins=5,35-5,45) suas cargas estdo carregadas
positivamente e, sendo a gelana um polimero ani6nico, ocorre uma interagdo por cargas,
a qual deve favorecer a encapsulacdo (ZHANG et al., 2011a).

Os valores de EE da INS nas MP de gelana sdo apresentados na Tabela 21. O
efeito da concentracdo de gelana e da concentracdo de agente reticulante na eficiéncia
de encapsulacdo foi avaliado.

Entre as MP reticuladas com 3% de AI**

, 0 aumento da concentragéo de gelana
de 1,5% para 2,0% levou a uma maior EE (aproximadamente 1,5x maior) (p<0,05), o
que provavelmente esta relacionado com o aumento de viscosidade da dispersdo e a
estrutura polimérica mais compactada, responsaveis por prevenir a lixiviacdo do
farmaco ja encapsulado durante o estagio de imersdo (NAYAK et al., 2014). Além
disso, as MP obtidas com essa maior concentracdo polimérica apresentam uma maior
quantidade de grupos carboxilicos negativamente carregados, os quais devem interagir
com uma maior quantidade de moléculas de INS.

No entanto, as MP obtidas com a maior concentragdo de gelana (2,5%)
apresentaram menor EE (~40%) de INS em comparacdo com as outras amostras
reticuladas com 3% de solucdo de AICI; (p<0,05). O comportamento observado indica

que para essa concentracdo mais elevada de polimero, uma rede polimérica muito
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compactada deve ser formada, a qual dificultou a difusdo da INS para o interior das MP,

durante o processo de carregamento por imersao.

Tabela 21 - Eficiéncia de encapsulacdo e dosagem de INS (média * desvio padrao).

Amostras EE (%) (U1/200 mg)
CIN153 58,72 + 2,37 36,86 = 1,00
CIN203 89,11 + 2,27 62,54 + 1,69
CIN253 40,62 £ 2,57 27,34+ 0,75
CIN155 54,13 £ 5,46 32,98 +£1,32
CIN205 25,74 + 3,88 17,32 + 1,47
CIN255 7,79+212 3,98+ 0,44

Para as MP reticuladas com 5% de agente reticulante, um comportamento
distinto foi observado, em que a diminuic¢do da concentra¢do de polimero promoveu um
aumento significativo na EE. Dessa forma, as MP contendo 2% de gelana apresentaram
EE 3,3x maior que aquelas com 2,5% desse polimero, enquanto a reducdo da sua
concentragdo de 2,5% para 1,5% aumentou a eficiéncia de encapsulagdo em
aproximadamente 6,94x (p<0,05).

O aumento da concentracdo de reticulante levou a diminuicdo da eficiéncia de
encapsulacdo, com excecdo das amostras obtidas com 1,5% de polimero (IN153 e
IN155), as quais ndo mostraram diferenca significativa para a EE (p>0,05). Esse
comportamento pode ser explicado com base na expulsdo de agua provocada pela
reticulacdo, a qual ocasiona uma perda convectiva das moléculas de farmaco durante o
processo de reticulacdo (MAITI et al., 2011; REDDY; TAMMISHETTI, 2002). Além

disso, a mais alta concentracdo de fons AI**

estabelece uma maior interagdo com a
gelana, gerando uma estrutura mais densa, a qual pode dificultar a incorporacao da INS.

A exemplo da andlise estabelecida por Tahtat e colaboradores (2013) em relagédo
a dose oral de INS, a quantidade de INS encapsulada foi expressa em U1/200mg de MP
(Tab. 21). Sabendo-se que 1 Ul equivale a 0,035 mg de INS e que sua dosagem
terapéutica corresponde a 0,5-1 Ul / kg por dia administrados em 2 ou 3 doses, temos
que para um individuo de 60 kg, a dosagem necessaria para se alcancar os objetivos
glicémicos seria de 30-60 Ul/dia, equivalente a 10-20Ul/administragdo. Assim, pode-se
concluir que todas as amostras obtidas, com excegdo daquela preparada com maiores
concentracdes de gelana e agente reticulante (IN255) viabilizariam a administracédo oral

da dosagem necessaria.
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3.6  Microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG)

De maneira geral, a variacdo da concentragdo polimérica, o carregamento com
farmaco e a presenca do revestimento sdo fatores que influenciaram significativamente
a forma e a superficie das MP.

As anélises de MEV-FEG revelaram que as MP controle 155 (Figs. 30a-d) foram
as menos esféricas, o que pode ser atribuido a mais baixa concentracdo de polimero
utilizada (1,5%) que é incapaz de levar a construcdo de uma rede estrutural mais
volumosa e expandida. A incorporacdo de INS as MP levou a formacdo de poros na
superficie das particulas (Fig. 30e-h), os quais revelam um rearranjo estrutural
provocado pelo farmaco, o qual pode ser atribuido a forte interacdo farmaco-polimero,
associado a mais alta concentragédo de reticulante (5%), que em conjunto, provocam a
rapida retracdo das estruturas, originando irregularidades.

Apesar das dispersdes filmogenas de amido resistente/pectina originarem filmes
com superficie rugosa (MENEGUIN et al., 2014), observou-se que o revestimento
tornou a superficie das MP mais homogénea e lisa em relacdo as outras amostras. No
entanto, este foi depositado sobre as MP de maneira irregular, o que levou a formacéo
de cristas (Fig. 30i). Alguns cristais de amido resistente também puderam ser
verificados na superficie da MP CIN155 (Fig. 30i).

As fotomicrografias das MP controle e carregadas com INS, obtidas a partir de
dispersdo de gelana 2,0% (Fig. 31), apresentaram uma superficie mais lisa em relacédo as
anteriores, contendo algumas ranhuras verticais (Figs. 31 a, b, f) (também observadas
nas amostras 155), as quais provavelmente devem estar relacionadas com o impacto da
gota durante a imersdo na solucdo reticulante. No entanto, em aumentos maiores (200,
1000 e 10000 x), ¢é possivel observar que as superficies das MP IN205 (Figs. 31f, g, h)
apresentam rugosidades diferentes, na forma de projecGes a partir da superficie, o que
deve estar relacionado com o rearranjo estrutural promovido pela adigdo de INS.

A deposicéo irregular de revestimento sobre as MP também foi verificada para a
amostra CIN205 (Fig. 31i), com a presenca de algumas fissuras superficiais (Figs. 31j,
K).
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Figura 30 -Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG (aumentos de 50x, 200x, 1000x,
10000x, respectivamente) das superficies das MP 155 (a), (b), (c), (d). IN155 (e), (f),
(9), (h). CIN155 (i), (), (k), (). Setas indicam a presenca de cristais de amido resistente.

Figura 31 - Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG (aumentos de 50x, 200x, 1000x,
10000x, respectivamente) das superficies das MP 205 (a), (b), (c), (d). IN205 (e), (f),
(9), (h). CIN205 (i), (), (k), ().

=2,
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As MP obtidas com maior concentragédo de gelana (2,5%) foram mais circulares
(Fig. 32 a, €), uma vez que essa maior concentracdo de polimero deve conferir a gota
uma maior resisténcia mecénica contra o impacto sofrido com a solugdo reticulante,
mantendo, portanto, sua forma ap6s a queda e durante o processo de reticulacdo, dando
origem a particulas de rede tridimensional mais compactada e de forma mais definida. A
estrutura polimérica muito compactada obtida pelo emprego de altas concentracfes de
gelana (2,5%) e reticulante (5%) provavelmente deve ter levado a um rearranjo
estrutural menos pronunciado pela adicdo de INS, de maneira que uma superficie lisa
foi verificada para a amostra IN255 (Figs. 32 e-h). O revestimento se mostrou intacto

para essas MP (Fig. 32i-1), no entanto, com superficie bastante rugosa.

Figura 32 - Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG (aumentos de 50x, 200x, 1000x,
10000x, respectivamente) das superficies das MP. 255 (a), (b), (c), (d). IN255 (e), (f),

(), (h). CIN255 (i), (). (k), ().

As fotomicrografias das sec¢des transversais (Fig. 33) evidenciaram o sucesso do
processo de revestimento, uma vez que uma nitida regido limite entre a MP e o
revestimento € observada, sendo que 0 revestimento se mostrou como uma membrana

integra e continua.
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Figura 33 - Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG (aumentos de 50x, 100x, 200x,
respectivamente) das secdes transversais de MP controle 155 (a), (b), (c), 205 (d), (e),

() e 255 (@), (h), ().

3.7  Difracéo de raios X (DRX)

Os difratogramas das amostras séo exibidos na Figura 34. No difratograma da
INS humana em pb, observam-se alguns picos parcialmente cristalinos em
aproximadamente 4°, 10° e 14° (20) seguido de um halo amorfo. Segundo Cui e
colaboradores (2006) e Lu e colaboradores (2012), esses picos cristalinos entre 0 e 14°
(20) e o consideravel halo amorfo sdo caracteristicos da INS em po, isto é, de uma
macromolécula com alguma cristalinidade.

No difratograma da mistura fisica é possivel observar que alguns picos
caracteristicos da INS foram mantidos em 4° e 14°(20) e novos picos em
aproximadamente 19,16° e 22,56°(20) surgiram, 0s quais sao caracteristicos da gelana
(XU et al., 2007). A anélise das MP controle obtidas com 2,5% de polimero (253 e 255)

indicou um pequeno deslocamento dos picos caracteristicos da gelana, mantendo a parte
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cristalina da amostra intacta, ou seja, 0 processo de obtencdo das amostras € eficiente e

ndo altera as propriedades fundamentais do polimero isolado.

Figura 34 - Difratograma do revestimento de amido resistente/pectina, da INS humana
em pd, da mistura fisica de gelana:INS (1:1), das MP controle (253 e 255), das MP
carregadas com INS (IN253 e IN255) e MP carregadas com INS e revestidas (CIN253 e
CIN255).
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Nos difratogramas das MP obtidas com adi¢do de INS (IN253 e IN255) a gelana
exibiu seus picos em aproximadamente 22° e 26°(20), sendo mantidos dois picos da
INS em aproximadamente 5,08 e 9,54°(20) e 6,17 e 10°(20), respectivamente. No
entanto, apos o revestimento dessas MP (CIN253 e CIN255), houve o desaparecimento
dos picos caracteristicos da INS entre 0° e 14° (20), provavelmente devido a

sobreposi¢cdo com os picos do revestimento. O surgimento de novos picos em 13° e
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21°(20) foi detectado e segundo Htoon e colaboradores (2010), estes picos séo
caracteristicos de estrutura cristalina tipo V (amido resistente), formada apé6s a
gelatinizacdo do amido, seguido de ciclos de resfriamento, na qual a estrutura da alta

amilose passa de tipo B (duplas hélices) para tipo V (hélices simples).

3.8 DSC

As curvas de DSC obtidas para a INS, polimeros isolados e MP (revestidas e ndo
revestidas) estdo apresentadas nas Figura 35 e 36 e Tabela 22.

A curva de DSC da goma gelana revelou um pico endotérmico alargado em
99,21 °C relacionado a evaporagdo de agua quimicamente ligada (Yang et al., 2013) e
dois picos exotérmicos em 252,38 e 257,86 °C correspondentes a decomposicdo deste
polissacarideo (Karthika; Vishalakshi, 2015; Cardoso, 2014; Prezotti et al., 2014).

Para o revestimento baseado em amido resistente/pectina, observou-se uma
transicdo endotérmica trifasica. O primeiro evento apresentou-se como um pico
alargado com Tonser €M 82,26 °C € Tpeak €M 125,97 °C, valores muitos proximos ao
encontrados por Cardoso (2014) para o amido retrogradado, e que estdo relacionados
com a desorcdo de &gua. O segundo evento endotérmico apresentou dois picos em
186,50 e 197,17 °C, ambos muito proximos a temperatura de despolimerizacdo da
pectina (191 °C) encontrado por Soares e colaboradores (2013). Em 244 °C aparece um
pico exotérmico que pode ser atribuido a degradacdo da alta amilose (Massicote et al.,
2008).

A INS apresentou um pico endotérmico em 100°C e um segundo evento
endotérmico em aproximadamente 210 °C, os mesmo encontrados por Tandya e
colaboradores (2016). Segundo Mizuno e Pikal (2013), eventos endotérmicos acima de
100 °C para proteinas no estato sélido refletem sua desnaturacdo, envolvendo
principalmente a quebra de ligacdes de hidrogénio (LI-CHAN; MA, 2002).
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Figura 35 - Curvas de DSC da gelana, do revestimento baseado em amido

resistente/pectina e da insulina em po.
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Curvas de DSC bastante semelhantes foram observadas para as MP controle e
aquelas contendo INS (Fig. 36). A DSC das MP controle 153 revelou um pequeno pico

endotérmico em 142,28 (°C) relacionado a evaporagdo de agua, seguido por dois
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eventos exotérmicos em 155,22 e 165,50 (°C), os quais sdo indicativos da cristalizacdo
da gelana e da presenca de cristais de diferentes tamanhos. Segundo Gunning e Morris
(1990), a adicdo de cétions (reticulante) pode promover a cristalizacdo lateral das
fibrilas da gelana, formadas em razdo do aquecimento ou resfriamento, nos quais tém-se
a formacdo de duplas hélices entre as extremidades de moléculas vizinhas. Além disso,
0s picos exotérmicos podem ser indicativos da presenga de zonas juncionais com
diferentes energias de ligacdo ou diferentes liberdades rotacionais (NISHINARI, 1997).
Um ultimo evento endotérmico foi evidenciado em 177,55 (°C), o qual deve estar

associado a degradacdo térmica da gelana.

Figura 36- Curvas de DSC das MP controle, carregadas com INS e carregadas com INS
e revestidas.
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As MP controle 205 apresentaram eventos térmicos muito proximos aos
apresentados para MP153 (Fig. 36), com um pequeno deslocamentos dos picos
exotérmicos para 158,57 e 161,77(°C), os quais estdo relacionados a cristalizagdo da
gelana, e do pico endotérmico de degradacdo da gelana para uma temperatura
ligeiramente maior em 179,29(°C). Apesar do pequeno aumento da temperatura de
degradacéo da gelana, menores valores de AH (Tab. 22) foram encontrados, razdo pela
qual ndo se deve sugerir um aumento de estabilidade térmica provocado pela maior
concentracédo de polimero e reticulante.

As curvas de DSC das MP carregadas com INS (IN153 e IN205) (Fig. 36)

revelaram eventos térmicos ocorrendo em temperaturas muito proximas a das MP
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controle, sem o aparecimento dos picos caracteristicos da INS, indicando uma forte

interacdo farmaco-polimero e/ou a dispersdo molecular da INS na estrutura polimérica.

O revestimento das MP com filmes de amido resistente/pectina alterou o

comportamento térmico das amostras, de modo que um unico pico foi observado, o qual

ocorreu entre 147,87 e 166,08 (°C). Além disso, o evento endotérmico de degradacédo da

gelana foi deslocado para temperaturas superiores (187,82°C para CIN153 e 176,51°C

para CIN205), sugerindo que o revestimento das MP deve aumentar a estabilidade

térmica das MP.

Tabela 22 - Pardmetros calorimétricos da INS humana, da gelana, do revestimento
baseado em amido resistente/pectina e das MP com e sem INS, revestidas e ndo

revestidas.
Amostra Tonset (°C) Tpeak (°C) Tendset (°C) AH (J/9)
Gelana 51,57 99,27 151,37 -151,39
220 252,38 259 -
- 257,86 - -
AR/P 86,53 125,97 181,27 -5,646
182,33 188,48 192,99 -5,646
195,92 198,28 202,05 -0,2264
INS 50 100 158 -13,14
205 210 217 -1,262
246 258 269 -1,183
153 147822 155,22 160,76 5,441
161,06 165,60 169,28 9,511
170,08 177,55 184,20 -26,28
IN153 151,35 154,95 155,43 5,449
157,74 162,74 166,08 9,016
171,72 178,90 183,40 -28,64
CIN153 152,79 162,59 166,08 26,77
177,43 187,82 199,38 -8,514
205 154,70 158,57 158,89 2,139
159,33 161,77 164,75 2,401
173,28 179,29 186,86 -22,06
IN205 150,82 154,48 157,03 1,476
158,21 160,13 160,76 0,4628
170,22 173,43 181,80 -37,95
CIN205 147,87 158,90 162,35 28,04
168,16 176,51 182,60 -16,00
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3.9  Atividade inibitoria das dispersdes poliméricas e das MP contra enzimas

proteoliticas

3.9.1 Inibicdo da tripsina e a-quimotripsina

O estudo do efeito protetor que as dispersdes poliméricas (gelana e amido
resistente/pectina) e suas MP podem oferecer a INS é fundamental. Essa avaliacéo foi
realizada em duas etapas: i) usando MP e dispersdes poliméricas controle (sem o
farmaco) para verificar a atividade inibitdria dos polimeros e do sistema e ii) usando MP
e dispersdes carregadas com INS para verificar a quantidade de INS que permanece
intacta durante o periodo de incubacao com as referidas enzimas.

A inibicdo da tripsina e da quimotripsina exercida pelas dispersdes poliméricas e
MP sem INS é apresentada na Figura 37. Para as dispersdes de goma gelana (2,0%) e
amido resistente/pectina (5%) os valores de inibicdo encontraram-se entre 5 a 13%. No
entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre essas

amostras (p>0,05).

Figura 37 - Efeito inibitdrio enzimatico in vitro das dispersdes poliméricas e MP sobre
a tripsina e a alfa-quimotripsina (n=3)
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Uma maior atividade inibitdria enzimatica foi encontrada para as MP em relacdo
as dispersdes poliméricas, revelando a influéncia da estrutura das MP no efeito de

inibicdo. Entre as diferentes MP, verificou-se que o aumento da concentracao de gelana
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de 1,5 para 2,0% favoreceu a inibi¢do da tripsina (p<0,05), provavelmente devido a
formacdo de um gel mais viscoso, o qual constitui uma barreira fisica contra a difuséo
das enzimas em direcdo ao substrato BAPNA, além de também bloquear os sitios ativos
da enzima (DEAT-LAINE et al., 2012). Além disso, a goma gelana (maior constituinte
das MP) é capaz de formar uma matriz reticulada pela presenca de ambos amido
resistente/pectina (reticulagdo fisica) e fon AI®" (reticulacdo idnica), na qual os
substratos podem permanecer embebidos e protegidos da degradacéo.

Adicionalmente, a concentracdo mais elevada de gelana pode ter ocasionado
uma forte interacdo polimero-enzima, levando a diminuicdo da concentracdo de enzima
livre e redugdo do pH 6timo para atividade enzimatica. Uma interagdo eletrostatica mais
significativa entre o polimero e enzima também pode ter ocorrido, o que geralmente
impede 0 acesso do sitio ativo da enzima ao substrato (LV et al., 2014).

Segundo Lv e colaboradores (2014), o Ca®* tém um papel fundamental na
estabilidade termodindmica das proteases, as quais possuem sitios de ligagdo para esse
ion. Nesse sentido, a habilidade de alguns polimeros se ligarem ao célcio é outro
mecanismo de inibicdo de proteases que ocorre pela desnhaturacdo da enzima e é
dependente da distancia entre os grupos carboxilicos constituintes do polimero
(EGUCHI et al., 2004) e do grau de reticulacdo das cadeias (SAJEESH et al., 2010).

Por outro lado, a amostra preparada usando concentracdo mais baixa de
polimero e reticulante (153 e C153) foi mais eficiente na inibicdo da quimotripsina.
Segundo Zhu e colaboradores (2010), a atividade enzimatica depende da estrutura
original e polaridade. Dessa maneira, as interacfes estabelecidas com os polimeros e
reticulante pode resultar em alteracbes na conformacdo da enzima, diminuindo a
atividade catalitica.

O filme de revestimento foi capaz de oferecer um efeito inibidor enzimatico
adicional para as MP C153 e C205, alcangando valores de até 70% de inibicdo devido a
formacdo de uma barreira fisica adicional contra a difusdo de enzimas. Adiciona-se a
isso o fato de o revestimento baseado em amido resistente/pectina possuir uma estrutura
tridimensional mais cristalina e empacotada, com degradabilidade dependente de
enzimas produzidas localmente pelas bactérias do cdlon, dificultando a degradacédo
exercida pela tripsina e quimotripsina.

Além dos fatos expostos, segundo Mineo e colaboradores (2007), inibidores de
quimotripsina tem sido identificados em varias fontes de amido e esses tém mostrado

ser estaveis em diferentes condi¢des de temperatura e pH.
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O efeito inibitdrio das dispersdes poliméricas e das MP na atividade enzimatica
representa uma estratégia promissora para 0 aumento da biodisponibilidade da INS

administrada oralmente.

3.9.2 Avaliacéo do efeito protetor das MP contra a degradacédo da INS

A INS livre sofreu extensa degradacéo pelas enzimas tripsina e quimotripsina
(Fig. 38), de maneira que somente 36% de INS permaneceu intacta apds 30 min de teste
e, este valor, diminuiu para 3% em 120 min.

Contrariamente, o processo de microencapsulacdo permitiu notavel efeito
protetor contra a degradacdo da INS, com 89-94% de INS permancendo intacta em 30
min de ensaio, e apds 120 min de teste, esses valores decairam para uma faixa entre 70 a
80% de INS ndo degradada. A camada geleificada construida na superficie das MP (Fig.
39) representa uma barreira fisica contra 0 movimento das moléculas de enzima,
dificultando o acesso ao substrato (INS). Adiciona-se também o fato dos pontos de

reticulacdo representarem obstéaculos adicionais a difusdo enzimatica.

Figura 38- Quantidade de INS que permaneceu intacta a partir da solucdo comercial de
INS (Novolin®) (INS livre) e MP carregadas com INS (revestidas e ndo revestidas),
durante incubagéo com tripsina e quimotripsina.
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Interessantemente, ao final do ensaio (120 min) o efeito protetor da amostra

IN153 e CIN153 foi maior do que aqueles alcancados pelas amostras preparadas com
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maior concentracdo de polimero e reticulante (p<0,05). Nesse sentido, conclui-se que o
estado mais flexivel das cadeias poliméricas em resposta ao menor grau de reticulacdo
deve tornar os grupos funcionais mais disponiveis para interagir com as enzimas,
levando a alteracbes conformacionais e, consequentemente, diminuicdo/perda de
atividade. Além disso, o estado menos enovelado das cadeias poliméricas favorece a
entrada de liquidos, de maneira que a camada geleificada que se forma na superficie das
MP (Fig. 39) se origine mais rapidamente, protegendo a INS contra a degradacéo desde
o inicio do teste, o que deve contribuir para a diminuicdo da porcentagem final de INS
degradada.

O maior efeito protetor da amostra CIN153 em relacdo a amostra IN153
(aproximadamente 8% maior) pode ser atribuido a resisténcia adicional do revestimento
contra a difusdo enzimatica, aumentada pela amido resistente que apresenta resisténcia a
digestdo enzimatica nas por¢des superiores do TGI devido a sua estrutura mais
empacotada e enovelada (HTOON et al., 2009). Adicionalmente, a pectina contribui
para a formacao de uma camada geleificada mais viscosa (CURY et al., 2014).

Figura 39 - Fotografias do conjunto MP/enzimas ap6s o0 ensaio de degradacéo
enzimatica. (Setas indicam a camada geleificada formada ao redor das MP).
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Capitulo 1V - &studos de liberagio in vitro da insulina

1. INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo de farmacos séo desenvolvidos visando a otimizagdo da
eficacia e seguranca, através do aumento da biodisponibilidade, da vetorizagdo do
farmaco para o local de acdo e/ou do prolongamento do efeito terapéutico
(NATARAJAN et al., 2014).

A liberacdo do farmaco a partir de matrizes poliméricas hidrofilicas ocorre
através de uma sequéncia de eventos simultaneos, como o intumescimento, a difuséo e
erosdo (FERRERO et al., 2010). Quando sistemas baseados em polimeros hidrofilicos
entram em contato com 0 meio aquoso, a hidratacdo ocorre no sentido superficie-
interior, levando a formacéo de uma camada geleificada, a qual se opde a penetragéo de
fluidos na forma farmacéutica, minimizando, dessa maneira, a difusdo das moléculas de
farmaco (OSMALEK et al., 2014).

Estudos anteriores com comprimidos de gelana revelaram que baixas
concentragcOes desse polimero estdo associadas a rapida liberacdo do farmaco (EMEJE
et al., 2010), enquanto que para uma liberacdo prolongada se faz necessario o0 uso de
maiores concentracdes de gelana (FRANKLIN-UDE et al., 2007).

O teste de dissolucdo tem um importante papel na pesquisa e desenvolvimento
de novos sistemas de liberacdo de farmacos, uma vez que constitui uma importante
ferramenta para predizer o controle espacial e/ou temporal das taxas de liberacdo de
farmacos. Esse teste é amplamente empregado em diferentes estagios do
desenvolvimento e producdo de muitas formas farmacéuticas para a otimizacdo de
formulages, estudos de estabilidade, registro de um novo produto e estabelecimento de
uma futura correlagéo in vitro-in vivo. E também considerado uma valiosa ferramenta
para detectar desvios de qualidade em processos ou no produto final (TAJIRI et al.,
2015; BHARDWAJ; BURGESS, 2010).

Diferentes aparatos sdo usados para estudar a liberacdo do farmaco a partir de
formas farmacéuticas orais solidas, como os aparatos 1 e 2 (cesto e pas,
respectivamente). No entanto, algumas limitagdes, tais como o emprego de farmacos
escassamente sollveis e sistemas com baixa eficiéncia de encapsulacdo, podem tornar
necessaria a utilizacdo de outros instrumentos.

As células de fluxo continuo (USP 37-NF 32, 2014) (Fig. 40) tém recebido
grande atencdo na area farmacéutica, uma vez que possui diversas vantagens por operar
em dois modos: i) circuito aberto, com meio fresco passando através das células e ii)

circuito fechado, no qual o mesmo volume de meio € reciclado (TAJIRI et al., 2015).
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Importante ressaltar que o aparato IV também estabelece condicdes
hidrodindmicas bem definidas e geometria com melhor correlagdo com os padrdes de
fluxo intestinal, além de permitir a alteracdo de meio, pH e taxas de fluxo mais
facilmente do que nos aparatos de cesto e pas. Quando operando em sistema aberto, as
sink conditions sdo mantidas por longos periodos de tempo, mesmo para farmacos de
baixa solubilidade (USP 26-NF 21, 2003).

Figura 40 - Aparato de dissolucdo do tipo "células de fluxo continuo™ (USP 4, Sotax,

Switzerland).

Neste trabalho, a liberacdo da INS a partir das MP IN153, CIN153, IN205 e
CIN205 em células de fluxo continuo foi avaliada utilizando a configuracéo de sistema
fechado (Fig. 41A), no qual pequenas quantidades de amostra e células de 12 mm de
diametro interno para formas farmacéuticas sélidas orais foram utilizados (Fig. 41B)
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Figura 41 - llustracdo esquematica da configuracdo de um sistema fechado para o
aparato de células de fluxo continuo (A) e células de fluxo continuo (12 mm) para
formas farmacéuticas solidas administradas oralmente (Adaptado de: Copyright 2011
The United States Pharmacopeial Convention) (B).
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Diversos fatores podem influenciar o perfil de dissolucdo de uma amostra,
alguns relacionados ao proprio farmaco, como a solubilidade, o tamanho de particula, a
natureza quimica, o polimorfismo e outros, ou relacionados ao tipo de forma
farmacéutica, como as solidas, liquidas e revestidas. A tecnologia de obtencdo também
pode afetar significantemente este parametro.

O aparato 1 (cesto) apresenta a vantagem de posicionar a forma farmacéutica em
um espaco limitado, evitando problemas de flutuagdo, o0 que aumenta a
reprodutibilidade do método. No entanto, uma limitacdo importante deste aparato € que
com o tempo de andlise, as formas farmacéuticas podem intumescer e/ou desintegrar,
obstruindo a malha do cesto, além da necessidade de grandes volumes de meio. Ja o
aparato IV, como discutido anteriormente, mimetiza a dindmica do TGI e pode operar
em condicdes "sink™ durante todo o tempo de ensaio, mesmo para farmacos de escassa
solubilidade.

A aplicacdo dos modelos matematicos aos dados de liberacdo tem o objetivo de
prever o mecanismo pelo qual um determinado farmaco é liberado de um sistema, bem
como o0s processos fisicos e quimicos envolvidos no processo de liberacéo,
complementando a analise quantitativa dos dados (COSTA; LOBO, 2001).
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E importante ressaltar que a cinética de liberacdo pode ser influenciada por uma
série de fatores, como o tipo de farmaco, sua solubilidade, polimorfismo, tamanho de
particula e quantidade na forma farmacéutica (EL-ARINI; LEUEN-BERGER, 1995;
SALOMON; DOELKER, 1980).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1  Materiais
Acetato de sodio (Quimis); Acetonitrila (Sigma); Acido cloridrico teor 37%
(Quimis), agua destilada; fosfato de sodio (Henrifarma); Hidréxido de sodio (Grupo

Quimica); sulfato de sodio anidro (Na,SO,), acido fosforico extra puro (H3zPO,),

2.2  Principais equipamentos

Balanca analitica (Bel Engineering); espectrofotdmetro ultravioleta (Hewlett
Packard-Kayak XA); equipamento para ensaio de dissolu¢do Hanson Research modelo
New Hanson SR-8 Plus; RP-HPLC (Merck-Hitachi); equipamento para ensaio de
dissolucdo de células de fluxo continuo (USP 4, Sotax, Switzerland); peagbmetro

(Micronal®).

2.3 Determinacéo do perfil de liberacéo in vitro da INS usando aparato |

Os ensaios de dissolucdo para a determinacdo do perfil de liberacdo in vitro da
INS foram realizados para as amostras IN153, IN203, IN253, IN155, IN205, CIN153,
CIN203, CIN253, CIN155 e CIN205, as quais apresentaram maior eficiéncia de
encapsulacao.

O estudo foi realizado em dissolutor SR-8 Plus Hanson Research®, usando o
aparato | modificado com reduzido volume de meio, sob velocidade de agitacdo de 50
rpm e temperatura de 37 = 0,4 °C, com uma massa precisamente pesada de MP. Foram
utilizados como meios de dissolugdo, solu¢bes com diferentes valores de pH, visando
simular a variacdo que ocorre ao longo do trato gastrintestinal e garantindo-se as
condigdes sink.

Inicialmente, o ensaio foi realizado em meio acido (15 mL de HCI 0,1N — pH 2),
durante 2 horas. Em seguida, foi conduzida a etapa do ensaio em 20 mL de tampéo
fosfato pH 7,4 através da adi¢do de 5 mL de tampao fosfato pH 7,4, durante o tempo de
4h como preconizado pela USP 33 (2010) para teste de formas de liberagédo controlada.
Para a ultima etapa do ensaio, foi adicionado 1 MI de HCI 2 N para promover a
alteracéo para pH 6,8, a fim de simular o pH do meio colénico e o teste foi conduzido

por tempo suficiente para que no minimo 80% do farmaco fosse liberado. Aliquotas (1
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mL) foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados sendo feita a reposicao
imediata de meio @ mesma temperatura. A quantidade de INS liberada foi quantificada
em espectrofotdmetro UV-Visivel, em 271 nm. As andlises foram realizadas em

triplicata.

2.4 Determinacao do perfil de liberacéo in vitro da INS usando aparato 1V

Os estudos de liberacdo em células de fluxo continuo vertical foram realizados
utilizando-se as MP revestidas CIN153 e CIN205 e néo revestidas IN153 e IN205, no
Laboratdrio de Biofarmacia (ERT-CIDAM) da Universidade D'Auvergne, em Clermont
Ferrand, Franca, sob supervisdo do Prof. Dr. Eric Beyssac, durante periodo de
Doutorado sanduiche.

A liberacdo da INS a partir de MP revestidas e ndo revestidas foi determinada
em ceélulas de fluxo continuo (USP 4, Sotax, Switzerland) com 100 mL de meio a 37
0.5°C operando na configuracdo de sistema fechado. As células de dissolucéo de 12 mm
de didmetro interno foram preenchidas com pérolas de vidro de 1 mm e uma pérola de
rubi de 5 mm localizada no vértice da célula. O meio de dissolugdo, composto de acido
cloridrico (0,1 N; pH 1,2; 1 h), tampdo acetato (0,1 M; pH 4,5; 1h) e tampao fosfato (0,1
M; pH 6,8; 5h), foi transportado entre as células de dissolugdo e o reservatério com uma
bomba de pistdo(CY 7-50, Sotax, Switzerland) com fluxo de 24 mL/min. Aliquotas (1
mL) foram retiradas em intervalos pré-determinados, com reposicao de meio em mesma
temperatura. A liberacdo da INS foi quantificada através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.5  Analise dos mecanismos de liberacéo in vitro da INS

Os mecanismos envolvidos no processo de liberagdo do farmaco foram avaliados
através dos dados de liberacdo obtidos nas sec¢bes 1.3 e 1.4, os quais foram tratados com
diferentes modelos matematicos (Baker—Londsdale, Primeira-Ordem, Higuchi, Hixson—

Crowell, Korsmeyer-Peppas e Weibull).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Determinacéo do perfil de liberacéo da insulina

Nesse trabalho os estudos de liberagdo foram realizados para as amostras IN153,
IN203, IN253, IN155, IN205, CIN153, CIN203, CIN253, CIN155 e CIN205, baseado
nos resultados de eficiéncia de encapsulacédo. Os perfis de liberacdo séo apresentados na
Figura 42.

Figura 42 - Perfis de liberacdo da insulina a partir das MP de gelana revestidas e nao
revestidas em meios com diferentes valores de pH (de 0 a 120 min pH 1,2; de 120 a 360
min pH 7,4 e de 360 a 720 min pH 6,8).
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Tabela 23 - Percentual de insulina liberada em meio &cido (pH 1,2) e em tampé&o
fosfato pH 7,4.

Meio &cido (pH 1,2) Tampaéo Fosfato pH 7,4

Amostras 15 min 120 min 30 min 240 min
IN153 13,63+ 0,52 59,76 + 0,40 75,83+0,17 78,02 £ 0,17
CIN153 12,58 + 0,10 47,25 + 2,28 65,48 + 3,67 74,76 + 1,65
IN203 42,79 +11,32 52,31+1,63 70,72+ 2,73 73,90 £ 2,36
CIN203 3463+1,78 47,68 +6,94 63,46 £ 7,96 66,99 + 7,11
IN253 28,92+1,18 46,75+0,18 73,52 + 0,51 78,12 £0,12
CIN253 50,39+1,74 52,05+1,30 72,73 +1,58 77,04 £0,83
IN155 49,77 +093 50,55+ 0,27 73,70 £ 0,20 76,38 £ 0,19
CIN155 26,84 +214 31,45+ 3,67 62,05 + 3,47 64,89 + 4,33
IN205 48,44 + 0,56 53,81 +0,26 74,14 £ 0,35 75,60 £ 0,18
CIN205 26,84 +4,09 31,46 +5,93 54,55+ 5,34 59,13 + 3,39

A avaliagéo da liberagéo in vitro da INS a partir das MP desenvolvidas mostra o
controle das taxas de liberacdo da INS por 7 a 12 horas (Fig. 42). Esse prolongamento
da liberacdo classifica o sistema desenvolvido como um sistema de liberacdo sustentada
de farmacos, o que implica na liberacdo lenta e gradual do farmaco e no favorecimento
da manutencdo da concentracdo plasmatica dentro da janela terapéutica. Esses sistemas
apresentam a vantagem de propiciarem menor frequéncia de administracdo do
medicamento, associado a reduzida incidéncia de efeitos colaterais e,
consequentemente, uma maior adesdo do paciente ao tratamento (NATARAJAN et al.,
2014).

Para os diferentes meios estudados, a taxa de liberacdo da INS a partir das MP
revestidas foi significantemente reduzida (Tab. 24) em comparacdo com as MP ndo
revestidas, demonstrando que o revestimento promoveu um controle adicional das taxas
de liberacdo do farmaco (com excecdo da amostra CIN253). Dentre as diferentes
amostras, a CIN205 levou as menores taxas de liberacdo tanto em meio acido (pH 1,2)
como em tampao fosfato (pH 7,4), com valores de reducgéo atingindo aproximadamente
42 e 22%, respectivamente. Como ndo foram verificadas diferengas nos valores de AL;2
entre CIN205 e IN205 (p>0,05) em todos os meios avaliados, acredita-se que a
associacdo do revestimento e a construcdo de estruturas muito reticuladas obtidas
através da concentragdo intermediaria de gelana (2,0%) e maior concentragdo de
reticulante (5%) devem ter se oposto a difusdo das moléculas de INS, diminuindo sua

taxa de liberacao nos diferentes meios.
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Tabela 24 - Reducdo dos percentuais de liberacdo da INS a partir de MP de gelana,
exercida pela presenca do revestimento de amido resistente/pectina, apds 120 min em
HCL 0,1N (pH 1,2) e 240 min em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4).

Amostras  HCI0,1 N (pH 1,2) Tampado fosfato pH 7,4

CIN153 20,93% 4,18%
CIN203 8,85% 9,36%
CIN253 * 1,38%
CIN155 37,78% 15,04%
CIN205 41,55% 21,78%

“A amostra CIN253, em meio acido (120 min), levou ao aumento (11,34%) da taxa de liberacio
da INS.

Em meio acido 0,1 M (pH 1,2), a liberacdo da INS se mostrou inferior em
relacdo aos outros meios com diferentes valores de pH (pH 7,4 e 6,8) (Tab. 23) e esses
resultados estdo de acordo com os resultados de absorcdo de liquidos (Se¢do 3.3 do
capitulo I11), demonstrando um comportamento pH-depentende. Esse comportamento
pode ser relacionado a influéncia do pH no grau de ionizacdo da gelana, i.e, sendo a
goma gelana um polimero anibnico, ao entrar em contato com meio acido, 0s grupos
carboxilicos permanecem na forma protonada, levando a interacdo eletrostatica das
cadeias poliméricas, as quais se tornam mais unidas e, portanto, dificultam a penetracdo
de liquidos e a consequente dissolucdo e difusdo das moléculas de farmaco (PREZOTTI
etal., 2014; FERRARI et al., 2013; MULHBACHER et al., 2004).

Um efeito burst de liberacdo foi observado para todas as amostras em meio
acido, sendo que nos primeiros 15 minutos de ensaio (Tab. 23) verificou-se uma
importante diferenca nas taxas de liberacdo da INS a partir das diferentes amostras. A
menor liberacdo foi observada para as MP 153 (revestidas e ndo revestidas) (12,58 e
13,63%, respectivamente), enquanto as maiores taxas de INS liberada foram para as
amostras obtidas com maior concentragdo de reticulante (IN155 e IN205).

Além disso, Nayak e colaboradores (2014) relatam em seus estudos que a
liberacdo do farmaco no estagio inicial do ensaio pode estar relacionada ao farmaco que
se encontra adsorvido a superficie das MP. Nesse sentido, acredita-se que o0
comportamento relatado acima, muito provavelmente se deve a uma maior quantidade
de INS adsorvida na superficie das particulas reticuladas a 5%, a qual pode ser liberada
mais rapida e facilmente em relacdo as MP com menor grau de reticulacdo (3% de

AICl3), para as quais a maior parte da INS deve se encontrar encapsulada no interior da

ChMenaguin, A. 3, 131



Capitulo 1V - &studos de liberagio in vitro da insulina

matriz polimérica, fato que deve ter contribuido para a menor liberacéo no tempo inicial
de 15 min de ensaio.

Acredita-se que a localizacdo da INS na superficie ou no interior das
microparticulas tenha relacdo com o método de carregamento utilizado (método de
imersdo) e a concentracdo de agente reticulante empregado. Quando o carregamento
ocorreu em associagdo com 5% de AICI3, a reticulagdo mais extensa da estrutura
polimérica ndo deve ter possibilitado a penetracdo das moléculas de INS em regides
mais internas da particula e uma grande parte do farmaco permaneceu adsorvido a
superficie. Contrariamente, a reticulacdo mais branda ocorrida quando da utilizacédo de
3% de AICI; deve ter permitido uma maior e mais facilitada penetracdo do farmaco na
particula (Fig. 43).

Figura 43 - Localizacdo da INS em MP reticuladas com diferentes concentracdes de
cloreto de aluminio (3 e 5%).
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FONTE: MENEGUIN, 2015.

Verificou-se, ainda, que as amostras que apresentaram as menores taxas de
liberacdo ao término do estagio em meio acido (120 min) foram as amostras CIN155 e
CIN205 (31,45 e 31,46%, respectivamente) (p>0,05), para as quais 0 maior controle das
taxas de liberacédo foi atribuido a presenca do revestimento, o qual garantiu um controle
adicional associado a estrutura polimérica mais reticulada e estavel obtida com a mais
alta concentracdo de cations.

Em tampéo fosfato pH 7,4, todas as amostras apresentaram maiores taxas de

liberacéo da INS e, durante os primeiros 30 minutos de ensaio, verificou-se um efeito
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burst, o qual pode ser relacionado com a ionizac¢do dos grupos carboxilicos de ambos, o
ndcleo e o revestimento, 0s quais sdo compostos por polimeros aniénicos, que promove
a repulsdo das cadeias e dilatacdo da rede, favorecendo a entrada de &gua no sistema
(MENEGUIN et al., 2014), a difuséo e dissolucdo das moléculas de farmaco (SOARES,
2011).

Essa expansdo da rede polimérica que da origem a uma estrutura mais frouxa e
mével também esta relacionada com o deslocamento e sequestro dos fons Al**,
exercidos pela acio dos jons Na* e fosfato presentes no tamp&o fosfato (NAYAK et al.,
2014).

Além dos fatores citados acima, quando a INS entra em contato com um meio de
pH mais elevado que seu ponto isoelétrico (pl=5,3) sua carga se torna negativa, havendo
repulsdo eletrostatica com a gelana que € um polimero anidnico, facilitando a sua
liberacdo (ZHANG et al., 2011b).

Interessantemente, apds a ocorréncia do efeito burst em tampdo fosfato pH 7,4,
as taxas de liberacdo da INS sofreram pequena alteracdo durante os 210 min restantes de
ensaio, havendo um aumento de INS liberada de, no maximo, 6,26% e 14,15% para as
MP revestidas e ndo revestidas, respectivamente. Uma possivel reorganizacdo estrutural
do sistema apds o contato com o meio entérico simulado pode ter permitido maior
controle das taxas de liberagdo do farmaco, demonstrado pela regido de platé no perfil
de liberacdo da INS (Fig. 42).

Nesse mesmo meio, as amostras que tiveram um menor percentual de liberacéo
da INS foram, novamente, a CIN155 e a CIN205 (64,89 e 59,13%, respectivamente).

De maneira geral, as amostras ndo revestidas liberaram 100% de INS ao entrar
em contato com tampao fosfato pH 6,8, verificando-se a ocorréncia de um efeito burst.
No entanto, as amostras revestidas foram capazes de prolongar a liberacdo por até 720
min (12 h), indicando a eficiéncia do revestimento desenvolvido.

Para todos os meios estudados, a amostra que ofereceu um maior controle das
taxas de liberacdo da INS foi a CIN205, amostra revestida e reticulada com a
concentracdo mais alta de cloreto de aluminio. Acrescenta-se a isso, que a concentragao
intermediéria de polimero (2,0%) é responsavel pela formacdo de uma camada de
difusdo espessa que reduz a liberacdo da INS. Além disso, essa massa de gelana é
responsavel pela construcdo de MP de estrutura densa, dificultando a difusdo das

moléculas de farmaco para o meio.
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O comportamento pH-dependente verificado deve contribuir para um maior

controle das taxas de liberagdo ao longo das diferentes por¢oes do TGI (MAIOR et al.,

2008).

3.1.1 Analise dos mecanismos de liberacao in vitro da INS

Os modelos matematicos de Higuchi,

Hixson-Crowell,

Baker-Lonsdale,

Weibull, primeira ordem e Korsmeyer-Peppas foram aplicados aos dados de liberacéo e

os coeficientes de correlagdo ajustado (r’) foram determinados. Os valores dos

coeficientes para os diversos modelos matematicos estdo apresentados nas Tabelas 25-

30.

Tabela 25 - Coeficientes de correlacdo da INS liberada a partir de MP néo revestidas
obtidos através de diferentes modelos matematicos para o meio acido (HCI 0,1N; pH

1,2).
MODELOS DE
LIBERACAO AMOSTRAS
IN153 IN203 IN253 IN155 IN205
Baker-Lonsdale K 0,0007 0,0010 0,0005 0,0009 0,0010
r? 0,9542 0,6513 0,8570 0,5144  0,6005
Higuchi K 5,7745 6,23 50016 6,0133  6,2656
r? 0,9598 0,5277 0,8011 0,3822 0,4703
Korsmeyer-Peppas K 5,0574 39,0041 18,1455 4924 44,6976
r? 0,9512 0,9797 0,9884  0,9999  0,9995
N 0,5305 0,0707 0,1999 0,0059 0,0391
Primeira ordem K 0,0097 0,0113 0,0076  0,0105 0,0114
r? 0,9353 0,1162 0,4154  0,0000 0,0301
Hixson- Crowell K 0,0028 0,0030 0,0022 0,0028 0,0031
r? 0,9007 0,0000 0,3251  0,0000 0,0000
Weibull K 73,60 53,38 715 50,55 314,2
r? 0,9919 0,9996 0,9929 0,9999  0,9992
B 258 4,26 4127 1,358 89,97
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Tabela 26 - Coeficiente de correlacdo da INS liberada a partir de MP revestidas obtidos
através de diferentes modelos matematicos para o meio acido (HCI 0,1N; pH 1,2).

MODELOS DE
LIBERACAO AMOSTRAS

CIN153 CIN203 CIN253 CIN155 CIN205

Baker-Lonsdale K 0,0005 0,0010 0,0009 0,0003 0,0003
r? 0,8740 0,6513 0,5489 0,6052 0,6052

Higuchi K 4,99 6,23 6,09 3,55 3,54
r? 0,8536 0,5277 0,4193 0,5481 0,5481

Korsmeyer-Peppas K 8,51 39,00 47,45 22,37 22,37
r? 0,8455 0,9797 0,9998 10,9989  0,9989
N 0,3765 0,0707 0,0108 0,0685 0,0685
Primeira ordem K 0,0077 0,0113 0,0109 0,0045  0,0045
r? 0,6958 0,1162 0,0000 0,0000 0,0000
Hixson- Crowell K 0,0022 0,0030 0,0029 0,0014 0,0014
r? 0,6375 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Weibull k 46,08 53,38 125,7 364 364
r? 0,9984 0,9996 0,9991 0,9949  0,9949

b 88,92 4,26 21,61 246,7 246,7

Tabela 27 - Coeficiente de correlagdo da INS liberada a partir de MP nédo revestidas
obtidos atraves de diferentes modelos matematicos para tampéo fosfato (pH 7,4).

MODELOS DE
LIBERACAO AMOSTRAS

IN153 IN203 IN253 IN155 IN205
Baker-Lonsdale k 0,0014 0,0011 0,0014 0,0013 0,0013
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Higuchi k 6,3893 5,91 6,3002  6,2047 6,19
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Korsmeyer-Peppas k 72,2074 64,78 65,9961 69,1752 71,86
r? 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
n 0,0138 0,0201 0,0291 0,0165 0,0083
Primeira ordem k 0,0216 0,0124 0,0177 0,0166 0,0168
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Hixson- Crowell K 0,0051 0,0030 0,0049  0,0048 0,0049
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Weibull K 188,5 150,5 311,6 157,8 70,78
r? 0,9926 0,9546 0,9846  0,9904 0,9966

b 255,9 183,8 301,2 139,3 51,40
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Tabela 28 - Coeficiente de correlacdo da INS liberada a partir de MP revestidas obtidos
através de diferentes modelos matematicos para tampdo fosfato (pH 7,4)

MODELOS DE
LIBERACAO AMOSTRAS

CIN153 CIN203 CIN253 CIN155 CIN205

Baker-Lonsdale k 0,0009 0,0011 0,0013  0,0008  0,0005
r? 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000

Higuchi k 5,65 5,91 6,19 5,26 4,57
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Korsmeyer-Peppas k 54,10 64,79 66,10 56,48 36,72
r? 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000  0,0000
n 0,0472 0,0201 0,0252  0,0242  0,0827
Primeira ordem k 0,0100 0,0124 0,0158 0,0083  0,0058
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Hixson- Crowell k 0,0025 0,0030 0,0046  0,0021  0,0016
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Weibull k 297,3 153,8 263,7 215,2 485,7
r? 0,8562 0,9546 0,9758 0,9927  0,9027

b 488,6 196,7 401 151,7 570,5

Tabela 29 - Coeficiente de correlacdo da INS liberada a partir de MP nédo revestidas
obtidos atraves de diferentes modelos matematicos para tampéo fosfato (pH 6,8).

MODELOS DE
LIBERACAO AMOSTRAS

IN153 IN203 IN253 IN155 IN205

Baker-Lonsdale k 0,0022 0,0014 0,0034 0,0034 0,0022
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Higuchi k 7,54 4,86 7,56 7,56 7,52
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Korsmeyer-Peppas k 98,06 77,12 98,81 97,67 96,43
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
n 0,0032 0,0346 0,0020 0,0043  0,0058
Primeira ordem k 0,1617 0,0323 0,1752 0,1420 0,1316
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Hixson- Crowell k 0,0053 0,0022 0,0053 0,0053 0,0053
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Weibull k 39,27 370,4 28,42 23,49 70,91
r? 0,9989 0,9350 0,9996 0,9997 0,9984

b 16,92 392,9 12,15 31,60 32,37
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Tabela 30 - Coeficiente de correlacdo da INS liberada a partir de MP revestidas obtidos
através de diferentes modelos matematicos para tampdo fosfato (pH 6,8)

MODELOS DE
LIBERACAO AMOSTRAS

CIN153 CIN203 CIN253 CIN155 CIN205

Baker-Lonsdale k 0,0027 0,0027 0,0018 0,0033 0,0022
r? 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000

Higuchi k 6,54 6,53 6,83 7,24 6,27
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Korsmeyer-Peppas k 84,18 79,08 92,53 79,59 62,42
r? 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000  0,0000
n 0,0216 0,0333 0,0120 0,0361 0,0707
Primeira ordem k 0,0776 0,0660 0,1074  0,0756  0,0454
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Hixson- Crowell k 0,0044 0,0044 0,0044  0,0052 0,0043
r? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Weibull k 272,6 259,7 219,6 509,5 610,9
r? 0,8798 0,9255 0,9925 0,9545 0,8892

b 432,8 238,2 247,2 420,1 411,1

A partir dos valores de coeficiente de correlagdo (r?), os modelos matematicos
que melhor se correlacionaram com os dados de liberacdo dos sistemas estudados foram
0 de Korsmeyer-Peppas e Weibull.

O modelo matematico de Weibull relaciona exponencialmente a fracdo do
farmaco liberado, Mt/Moo, em fungdo do tempo t (Eq. 9) e deve ser aplicado aos dados
dos primeiros 63,2% de liberacdo do farmaco (MANADAS et al., 2002; COSTA;
LOBO, 2001).

A’:’—t =1 — exp(—at?) Equacéo 9

Onde a ¢é o parametro de escala e b é o parametro de forma.

De acordo com o pardmetro de forma (b), as curvas de liberacdo podem ser
classificadas como sigmoidal (b>1), exponencial (b=1) e parabola (b<1) (ARIFIN et al.,
2006; COSTA,; LOBO, 2001).

O valor de b também é um indicador do mecanismo de transporte do farmaco
através da matriz polimérica, sendo que para valores de b < 0,75 a libera¢do ocorre

através de difusdo Fickiana. Quando 0,75 < b < 1 tém-se difusdo Fickiana associada ao
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Caso-Il e para b > 1, um mecanismo de liberacdo complexo (PAPADOPOULOQOU et al.,
2006).
Ja 0 modelo de Korsmeyer-Peppas se baseia na Lei das Poténcias e relaciona

exponencialmente a liberacdo do farmaco com o tempo (Eg. 10).

M, .
T Kt" Equagdo 10

o

Onde Mt representa a quantidade de farmaco liberada no tempo t, Moo ¢ a
quantidade total de farmaco liberado num tempo infinito, K é uma constante cinética e n

é 0 expoente de liberagéo.

De acordo com o expoente n para as formas geométricas esféricas, 0 mecanismo

de liberacdo pode ser caracterizado como:

n = 0,43: Difusao Fickiana (caso-I);

0,43< n < 0,85: transporte ndo Fickiano (anémalo);

n = 0,85: transporte caso-II;

n>0,85: transporte super caso-II

Em meio acido (pH 1,2), para as amostras reticuladas com 3% de cloreto de
aluminio (IN153, IN203, IN253, CIN153, CIN203), o modelo que melhor se
correlacionou com os dados de liberagdo da INS foi o de Weibull (Tabs. 25 e 26). Como
os valores de b para essas amostras foram sempre maiores que 1, conclui-se que a
liberacdo ocorreu através de um mecanismo complexo, o qual envolve,
simultaneamente, difusdo, intumescimento e/ou erosdo do polimero durante a liberacao
do farmaco (CURY et al., 2009; SIEPMANN; PEPPAS, 2000).

Os dados obtidos para as amostras IN205, CIN253, CIN155 e CIN205 se
correlacionaram melhor com o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas. Uma vez que
0s expoentes de liberacao (n) foram sempre menores que 0,43 (0,0391, 0,0108, 0,0685 e
0,0685, respectivamente), o mecanismo de liberacao pode ser classificado como difuséo
Fickiana (caso-1), no qual a liberacdo é controlada pela difusdo das moléculas do
farmaco segundo um gradiente de potencial quimico.

A amostra IN155 apresentou os mesmos coeficientes de correlagdo (r’=0,9999)

para Weibull e Korsmeyer-Peppas. No entanto, devido a liberacdo da INS a partir da
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amostra IN205 (amostra também reticulada com 5% de AICI3) ter seguido o modelo de
Korsmeyer-Peppas, este também serd assumido para a IN155, sendo que o valor de
n=0,0059 também o classifica como difusdo Fickiana (caso-I).

De acordo com os valores da constante cinética de liberacdo (k) em meio acido,
valores reduzidos de k foram observados para as MP revestidas CIN155 e CIN205,
indicando que para essas amostras a velocidade de liberagcdo da INS ocorreu de maneira
mais lenta em relacdo as demais, o que estd de acordo com os menores quantidades de
INS liberada (%) neste meio ap6s 120 min de ensaio.

Nos outros meios estudados, isto é, em tampédo fosfato pH 7,4 e 6,8 (Tabs. 27-
30) para todas as amostras, 0 modelo que retratou mais fielmente a liberagdo da INS foi
0 de Weibull, com os valores de b sempre maiores que 1, indicando que a liberacéo da
INS foi controlada pelo intumescimento e/ou erosdo do polimero, comportamento que
estd de acordo com a significativa absorcao de liquidos que as MP sofreram em meios
com pH elevados, os quais devem contribuir para o relaxamento das cadeias poliméricas
e difusdo das moléculas de farmaco.

O conjunto de resultados obtidos indica que os diferentes fatores, como o grau
de reticulacdo, o intumescimento, a estrutura polimérica, a presenca do revestimento e o
pH do meio de dissolucdo exercem uma influéncia significativa sobre o controle da
liberacdo do farmaco, de maneira que o maior grau de reticulacdo (5%), a concentracao
intermediaria de gelana (2,0%) e a presenca do revestimento na amostra CIN205 foi a

condicdo que levou ao melhor controle das taxas de liberacdo da INS.

3.2  Liberacéo in vitro da INS usando células de fluxo continuo (USP 1V)

Os perfis de liberacdo in vitro da INS em células de fluxo continuo a partir das
amostras IN153, IN205, CIN153 e CIN205 sé&o apresentados na Figura 44.

A Figura 44 e a Tabela 31 mostram que as MP CIN153, IN205 e CIN205
liberaram menores quantidades de INS em pH 1,2 (32, 37 e 18%, respectivamente) e pH
4,5 (14, 22 e 14%, respectivamente) do que em tampao fosfato com pH 6,8 (53, 40 e
67%, respectivamente), demonstrando um comportamento pH-dependente.

Esse comportamento esta relacionado a influéncia do pH na ionizacdo dos
polimeros anidnicos, de maneira que, em meio &cido, seus grupamentos carboxilicos
encontram-se protonados, levando a interagdo eletrostatica das cadeias poliméricas, as

quais se tornam mais proximas e dificultam a penetracdo de liquidos e, a consequente,
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dissolucdo e difusdo das moléculas de farmaco (FERRARI et al., 2013;
MULHBACHER et al., 2004).

O comportamento acima esta em concordancia com as taxas de dissolugdo dos
filmes livres de amido resistente/pectina em trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa (MENEGUIN et al., 2014), em que menores valores de dissolucao dos filmes

em meio acido (24%) em relacao ao tampao fosfato pH 7,4 (~45%) foram encontrados.

Figura 44 - Perfil de liberagdo in vitro da INS a partir de MP revestidas e ndo revestidas
em meios com diferentes valores de pH (0 a 60 min pH 1,2; de 60 a 120 min pH 4,5 e
de 120 a 480 min pH 6,8).
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Tabela 31 - Porcentagem de INS liberada em meio &cido (pH 1,2), tampé&o acetato (pH
4,5) e tampéo fosfato (pH 6,8).

Amostras HCI Tampao acetato Tampao fosfato
(0,1 N; pH1.2) (0,1 M; pH 4.5) (0,2 M; pH 6.8)
IN153 42,92 +£1,82 21,82 +0,93 34,28 + 0,94
CIN153 32,22+ 1,51 14,19 £ 2,36 53,44 + 0,99
IN205 37,93 +£1,53 22,81 +1,53 40,25 £ 1,07
CIN205 18,77 £1,13 1434 £1,79 67,04 +0,71

Na concentracdo mais reduzida de goma gelana (1,5%) e AP (3%) e na
auséncia de revestimento, a MP IN153 mostrou maiores taxas de liberagdo da INS em
meio acido (~42%) em relacdo aos outros meios, demonstrando que a baixa reticulagdo
(fisica e idnica) das estruturas polimericas geralmente estd associada a construgdo de

estruturas mais frouxas e com cadeias poliméricas mais flexiveis que facilitam o
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processo de difusdo das moléculas de farmaco. Maiti e colaboradores (2011) em seus
estudos com MP de gelana encontraram comportamento semelhante de mais répida
liberagdo do farmaco quando menores quantidades de reticulantes foram utilizadas.

O efeito burst da INS no inicio do ensaio esté principalmente relacionada a INS
que se encontra adsorvida na superficie das MP (NAYAK et al., 2014), e a sua elevada
solubilidade em baixos valores de pH. Contudo, esse efeito burst de liberacdo pode ser
importante para controlar a glicemia posprandial, na qual se espera um efeito imediato.

A efetividade do revestimento foi evidenciada através das menores taxas de
liberacdo da INS a partir de CIN153 e CIN205 com reducdo, em meio cido e tampéo
acetato, de aproximadamente 25 e 35% para o primeiro e, 50 e 37% para 0 segundo,
respectivamente (Tab. 32). Esses dados refletem a estrutura tridimensional mais
cristalina e empacotada e a baixa solubilidade em d&gua do amido resistente
(DIMANTOQV et al., 2004), em adicdo a habilidade da pectina formar uma camada
viscosa espessa que dificulta a difusdo das moléculas de farmaco (CURY et al., 2014).

Tabela 32 - Reducdo do percentual de INS liberada a partir de MP revestidas em
relagdo as MP ndo-revestidas.

Amostras HCI Tampao acetato
(0,1 N; pH1.2) (0,1 M; pH 4.5)
CIN153 24.91% 34.96%
CIN205 50.51% 37.13%

As taxas de liberacdo da INS foram sustentadas até 480 min a partir das MP
revestidas (p>0,05), enquanto que 100% de INS foi liberada a partir de IN153 e IN205
em 330 e 360 min (p<0,05). Além disso, 0 tgy (tempo necessario para que ocorra 80%
de liberacdo do farmaco) para as amostras revestidas CIN153 e CIN205 foi maior em
relacdo as contrapartidas ndo revestidas, com valores em torno de 300 e 390 min,
respectivamente (p<0,05). Sobre essa diferenca, acredita-se que a estrutura mais rigida
obtida com as maiores concentragdes de polimero e reticulante dificulta a saida de
farmaco a partir da matriz polimérica. O tgoe, das contrapartidas IN153 e IN205 foi o

mesmo (aproximadamente 150 min).
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3.2.1 Estudo da cinética de liberacdo da INS

Os modelos matematicos de Higuchi, Hixson-Crowell, Baker-Lonsdale,
Weibull, Primeira Ordem e Korsmeyer-Peppas foram aplicados aos dados de liberacdo e
os coeficientes de correlagdo (r?) foram determinados. Os modelos matematicos e seus

coeficientes sdo apresentados na Tabela 33.

Tabela 33 - Coeficientes de correlacio (r?) dos modelos matematicos (Baker-Lonsdale,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, First order, Hixson-Crowell and Weibull) a partir de MP
revestidas e ndo revestidas.

Modelos de
liberacao Amostras
IN153 CIN153 IN205 CIN205

Baker-Lonsdale K 0,0010 0,0006 0,0009 0,0004
r? 0,9756 0,9496 0,9520 0,8563

Higuchi K 5,7889 4,6327 55517  3,9410

r? 0,9766 0,9900 0,9742 0,9234

Korsmeyer-Peppas K 7,0203 2,9845 7,0913  0,8846
r? 0,9786 0,9627 0,9716  0,9823

n 0,4666 0,5881 0,4386  0,7217

Primeira ordem K 0,0102 0,0060 0,0089 0,0040
r2 0,9740 0,9802 0,9652  0,9558

Hixson- Crowell K 0,0027 0,0016 0,0024 0,0011
r2 0,9543 0,9691 0,9516  0,9730

Weibull K 98,59 99,39 98,58 124,90

r? 0,9714 0,9799 0,9678 0,9788

B 1531 1342 939 678,30

Baseado nos valores de r? verificou-se que as MP IN153 (0,9786) e CIN205
(0,9823) se correlacionaram melhor com o0 modelo de Korsmeyer-Peppas. Uma vez que
0S expoentes n variaram entre 0,43 a 0,85 para essas amostras, 0 mecanismo de
liberacdo da INS pode ser classificado como ndo-Fickiano ou transporte anémalo, no
qual os processos de difusdo e relaxamento das cadeias poliméricas controlaram a
liberacdo do farmaco.

Para as MP CIN153 (0,9900) e IN205 (0,9742) o modelo de Higuchi foi o que
melhor se correlacionou com os dados de liberagéo, descrevendo a liberacdo do farmaco
a partir de sistemas matriciais como um processo de difusdo baseado na Lei de Fick, no

qual a difusdo é dirigida pelo gradiente de concentracao.
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3.3  Comparacao da liberacao in vitro da INS através dos aparatos | e IV USP

Nesse sentido, o ensaio de liberagéo in vitro da INS a partir das MP revestidas e
ndo revestidas foi realizado utilizando-se os aparatos de cesto (I) e de células de fluxo
continuo vertical (IV), a fim de verificar o poder discriminatorio do equipamento nas
taxas de dissolucgdo in vitro da INS e o comportamento nos diferentes aparatos.

A Tabela 34 mostra reduzidas taxas de dissolucdo da INS ap6s 60 min de ensaio
em pH 1,2 em aparato IV em relacdo ao aparato | (18-42% contra 29-51%,
respectivamente). Este comportamento, entre outros fatores, pode estar diretamente
relacionado a hidrodinamica de cada sistema, isto é, as células de fluxo continuo quando
preenchidas com pérolas de vidro e uma perola de rubi no vertice, tal como executado
neste estudo, apresentam um regime de fluxo estritamente laminar que melhor se
aproxima do encontrado no TGI. Ao contrario, 0 aparato cesto apresenta regides de
fluxo turbulento, como ao redor do eixo rotario, ocasionando um intenso cisalhamento
através da passagem do solvente sobre a superifie das particulas, o que pode levar ao
aumento das taxas de liberag&o.

O mesmo comportamento foi observado no segundo estagio dos ensaios de
liberacdo, o qual foi conduzido em meio que simula o pH entérico. Contudo, diferentes
tampdes foram utilizados (aparato | - tampéo fosfato 0,1M; pH 7,4 e aparato 1V -
tampdo acetato 0,1M, pH 4,5), e as menores taxas de liberagdo verificadas através do
experimento em aparato IV podem estar relacionadas ao pH mais baixo, o qual deve ter
ocasionado uma menor ionizacdo do polimero e mais discreto relaxamento das cadeias,

dificultando a liberacéo da INS.

Tabela 34 - Quantidade (%) de INS liberada ap6s 60 min de ensaio nos aparatos | e IV
em diferentes meios que simulam o pH gastrico e entérico.

INS liberada (%) apds 60 INS liberada (%) ap6s 60 min
min em meio acido em meio entérico
Amostras Aparato | Aparato IV Aparato | Aparato IV
IN153 48,12 42,91 76,28 65,72
CIN153 44,62 32,22 72,45 46,56
IN205 51,91 37,93 74,28 59,75
CIN205 29,72 18,77 52,31 32,96

No entanto, um comportamento contraditério foi observado, no qual o aparato
do tipo cesto propiciou maiores valores de tgg, (Tab. 35) e prolongou a liberagdo da INS

por até 12 h, contra 8 h em aparato 1VV. Apesar das reduzidas taxas de liberacdo da INS
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encontradas até 120 min de ensaio em células de fluxo continuo, o aparato | deu origem
a perfis de liberagdo com platds, onde as taxas de liberagdo permaneceram constantes
por um periodo consideravel de tempo, ocasionando o seu prolongamento. Importante
ressaltar que esse efeito ndo pode ter sido ocasionado pela saturagdo do meio, uma vez
que ambos os testes foram realizados respeitando-se as "sink conditions". Nesse sentido,
conclui-se que a diferenca de pH dos meios empregados pode ter tido grande influéncia
nesse comportamento.

Além disso, segundo Nicklasson e colaboradores (1991), o aparato IV pode
ocasionar a liberacdo mais rapida do farmaco devido a habilidade do aparato em
umedecer uniformemente a forma farmacéutica e criar um maior gradiente de
concentracdo em sua volta. O mesmo autor ainda afirma que, o método de células de
fluxo continuo, pode ser uma valiosa ferramenta para detectar pequenas diferencas nas

propriedades de liberacgéo.

Tabela 35 - Valores do tempo requerido para que 80% da INS seja liberada (tsoe)
utilizando os aparatos de cesto (1) e células de fluxo continuo (1) (min)

Amostras tgos (Min) Aparato I tgey (Min) Aparato 1V

IN153 360 150
CIN153 360 300
IN205 350 150
CIN205 390 375

Nesse sentido, concluiu-se gque as células de fluxo continuo vertical operando em
sistema fechado foi um método mais discriminativo para as amostras em andlise, em
que menores taxas de liberacdo da INS puderam ser detectadas com eficiéncia,
revelando um aumento gradativo das taxas de liberagcdo, como evidenciado na Figura
45,

Esse maior poder discriminativo é bastante importante para fins de controle de
qualidade, no entanto, o comportamento pH-dependente pode ser observado para ambos

0s aparatos.
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Figura 45 - Comparacdo dos perfis de liberacdo in vitro da INS a partir de MP
revestidas e ndo revestidas nos aparatos | e 1V.
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1. INTRODUCAO

A bioadesdo, em especial a mucoadesdo, € uma propriedade de polimeros
hidrofilicos que apresentam a capacidade de intumescerem quando em contato com uma
solucdo aquosa, contendo grupamentos quimicos especificos capazes de formar
numerosas ligacdes de hidrogénio. Essa estratégia vem sendo muito explorada no
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos, principalmente naqueles
destinados & administracdo oral, bucal e nasal, ja que permite um maior tempo de
contato entre a forma farmacéutica e a mucosa, bem como o aumento do gradiente de
concentracdo local e, consequentemente, podem melhorar a absorcdo e a
biodisponibilidade (AMEYE et al., 2002).

O processo de mucoadesdo ocorre basicamente em duas etapas, sendo que na
primeira sdo formadas ligacbes hidrofobicas, eletrostaticas e de hidrogénio entre o
polimero e a mucina e, em seguida, ocorre a difusdo das cadeias do polimero na camada
de muco (TAMBURIC; CRAIG, 1996). Assim, a mucoadesividade de um polimero esta
relacionada, principalmente, aos seus grupos funcionais polares que interagem com 0s
grupamentos funcionais da mucina e a flexibilidade das suas cadeias. Dessa maneira, a
reticulacdo pode reduzir essa propriedade, ja que o nimero de grupos funcionais livres e
a flexibilidade das cadeias sdo reduzidos (HUANG et al., 2000; WITTAYA-AREEKUL
etal., 2006).

Neste trabalho, a mucoadesdo foi avaliada a partir de mucosa gastrintestinal de
porco em texturdmetro, o qual foi programado para medir a forca de destacamento entre
o tecido animal e as amostras em estudo, correspondente & forga mucoadesiva (Fya). A
importancia deste analise foi avaliar se os sistemas desenvolvidos, baseados em goma
gelana, a qual possui importantes mucoadesivas, sdo capazes de estabelecer interacdes
mucoadesivas com o tecido animal, uma vez que uma das estratégias deste estudo foi o
desenvolvimento de sistemas mucoadesivos a fim de aumentar a permeabilidade da INS
através dos enterdcitos. Além disso, buscou-se avaliar o impacto dos processos de

reticulagéo e revestimento na Fya.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materias
Cloreto de sodio (Synth); fosfato de sédio (Synth); hidréxido de sédio (Quimis);
Tecido intestinal de porco; Fita dupla-face (3M).

2.2 Principais equipamentos
Agitador magnético (Fanem®, modelo 258); Analisador Universal de Textura

TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems); balanca analitica (Bel Engineering).

2.3 Ensaio de mucoadeséo

A mucoadesdo foi avaliada em um Analisador Universal de Textura TA-XT2
Texture Analyser (Stable Micro Systems). SecGes de mucosa gastrintestinal de porco
(4cm?) foram colocadas sobre um suporte para teste de mucoadesdo e as MP foram
cuidadosamente fixadas a uma sonda cilindrica de 10 mm com fita dupla-face, como

ilustrado na Figura 46.

Figura 46 - Representacdo esquematica do ensaio para determinacdo da bioadesdo ex
Vivo.

Texturéometro
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FONTE: MENEGUIN, 2014.

A sonda metalica foi movida perpendicularmente em direcdo a mucosa com
velocidade constante de 10 mm min™ até forca de compressao pré-determinada (0,5N).

Para garantir o contato com a mucosa, a amostra foi introduzida 1 mm de profundidade
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a partir da superficie da mucosa e mantida por 60 s sem a aplicacdo de forca durante a
fase de contato.

Em seguida, a sonda foi removida com velocidade de 20 mm min™ e a forga de
mucoadesédo (Fma), correspondente a forca de destacamento maxima (N) e o trabalho da
mucoadesdo (N.s), dados pela area sob a curva forga versus tempo, foram determinados
para cada amostra. As analises foram realizadas com as MP pré-hidratadas por 1min em
tampéo fosfato pH 6,8 a 37°C.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios ex vivo de bioadeséo

O comportamento de mucoadesdo das MP, determinado segundo os parametros
de forca de mucoadesdo (Fma), correspondente a forca de destacamento maxima, e
trabalho de mucoadesao (Twa), 0 qual corresponde a energia total envolvida no processo
de destacamento, estd apresentado nas Figuras 47 e 48. As MP desenvolvidas neste
trabalho exibiram elevados valores de Fya, relativos as importantes propriedades
mucoadesivas da goma gelana (PREZOTTI et al., 2014; NARKAR et al., 2010;
SALAMAT-MILLER et al., 2005) e do amido resistente/pectina (CARDOSO, 2014).

Figura 47 - Valores de forga mucoadesiva das MP revestidas e ndo revestidas de gelana
e do filme livre de amido resistente/pectina (n=5, média £ desvio padrdo).
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Entre as diferentes amostras, verificou-se que as MP nédo revestidas possuem
maior capacidade mucoadesiva do que as MP revestidas, evidenciado pelos maiores
valores de Fya (p<0,05), os quais foram de 4 a 17 x maiores. Esse mesmo
comportamento foi observado entre as amostras revestidas e o filme livre de amido
resistente/pectina  (p<0,05) e, apesar das propriedades mucoadesivas do amido
retrogradado ja terem sido relatadas por Cardoso (2014), acredita-se que a estrutura
mais enovelada do revestimento se apresenta como uma barreira contra a

interpenetracédo das cadeias de gelana e mucina.
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O comportamento acima relatado pode ser corroborado com os resultados dos
ensaios ex vivo de bioadesdo de MP mucoadesivas de amido retrogrado/gelana
desenvolvidas por Cardoso (2014), os quais apresentaram menores valores de Fya (0,65
a 1,10 N) do que os encontrados neste trabalho.

Diferencas estatisticamente significativas ndo foram observadas entre as MP
revestidas (p>0,05). No entanto, a comparacao entre as amostras ndo revestidas, revelou
que entre as MP reticuladas com solugéo reticulante a 3%, a amostra IN203 foi a que
apresentou maior Fya (p<0,05), sendo que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre as amostras IN153 e IN253. Apesar de nas amostras obtidas
com 2,5% de gelana haver um maior nimero de cadeias poliméricas para interacdo com
as cadeias da mucina, o que levaria a uma maior Fya, essas cadeias devem,
provavelmente, se encontrar mais enoveladas e consequentemente mais compactadas,
restringindo sua mobilidade, ao contrario das amostras obtidas com 2,0% de gelana, em
que uma flexibilidade adequada das cadeias deve ter sido alcancada e,
consequentemente, uma maior interpenetracdo com as cadeias de mucina.

Ja a Fua das MP obtidas com solucéo reticulante a 5% foi maior para a amostra
IN255, ou seja, aquela com maior concentracdo de polimero, enquanto que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as MP 155 e 205 (p>0,05). Devido ao
maior grau de reticulacdo nessa série de amostras, possivelmente o nimero de grupos
funcionais que interagem com a mucina foi mais determinante na mucoadeséo do que a
flexibilidade de suas cadeias.

A concentragdo da solugdo reticulante ndo influenciou a Fua das amostras
obtidas com 1,5% de gelana (IN153 e IN155) (p>0,05), no entanto, entre as amostras
obtidas com 2,0 e 2,5% desse polimero, a Fya foi maior na amostra reticulada com 3%
(IN203) e 5% (IN255), respectivamente. Como dito anteriormente, na amostra IN203
ocorreu um efeito combinado entre o0 nimero de grupamentos funcionais que interagem
com a mucina e a flexibilidade das cadeiras poliméricas, enquanto que na amostra
IN255 o numero de sitios disponiveis para ligacdo com a proteina do muco devido a

maior massa de gelana deve ter sido determinante para a mucoadesao.
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Figura 48 - Valores de trabalho de mucoadesdo (N.s) das MP revestidas e nao
revestidas de gelana e filmes livre de amido resistente/pectina (n=5, média + desvio
padréo).
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O trabalho de mucoadesdo (Twa) (Figura 48) dado pela area sob a curva a partir
do grafico forca versus tempo também foi maior para as MP ndo revestidas IN203 e
IN255, significando que houve uma maior energia envolvida no processo de
destacamento da amostra a partir da membrana biol6gica, o que indica que essas MP

apresentam maior capacidade de interagir com a camada de muco intestinal.
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1 INTRODUCAO

A INS desempenha um importante papel no controle da Diabetes mellitus. No
entanto, devido ao seu alto peso molecular, hidrofilia e carga de superficie, sua absorcéo
no intestino € dificultada (LOPES et al., 2014).

Segundo Siccardi e colaboradores (2005), somente os peptidios hidrofilicos
menores que 500 Da tem a habilidade de permear a membrana intestinal por difuséo
passiva paracelular. A INS, por sua vez, é um peptideo com peso molecular de 5,8 kDa,
0 que nos permite concluir que sua absorc¢do intestinal é escassa, fazendo-se necessario
0 desenvolvimento de sistemas que fornecam, ao mesmo tempo, protecdo contra
degradacdo enzimatica, vetorizacdo para o intestino e o estabelecimento de interagdes
mucoadesivas para otimizar a permeagéo.

A INS pode permear a mucosa intestinal através de transporte paracelular, o qual
envolve o transporte da INS através de complexos juncionais, transcitose através dos
enterdcitos, transcitose mediada por receptores e por via transcelular mediada pelas
células M. Apesar da maioria dos sistemas desenvolvidos até o momento ndo se
difundirem através do transporte celular, varios polimeros e outras substancias
conhecidas como promotores de absorcdo tém a capacidade de afetar as juncdes
paracelulares, promovendo a sua abertura (LOPES et al., 2014).

Neste trabalho, os estudos de permeacdo foram realizados a fim de verificar a
influéncia da microencapsulacdo e do revestimento de amido resistente/pectina na

permeabilidade da INS através da mucosa intestinal excisado de ratos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Materiais
Cloreto de sédio (Quimis); cloreto de calcio (Quimis); fosfato de sédio (Synth);

glicose (Synth); tampdo Krebs-Henseleit modificado (Sigma).

2.2  Principais equipamentos
Balanca analitica (Bel Engineering); Espectrofotdmetro UV-Visivel (Hewlett
Packard-Kayak XA); RP-HPLC (Merck-Hitachi).

2.3  Ensaio de permeabilidade ex vivo pelo método do saco intestinal invertido

A avaliagdo da permeabilidade intestinal da INS, utilizando como modelo a
técnica do saco intestinal invertido (CINTO et al., 2009), foi realizada para determinar o
efeito das MP na eficiéncia do transporte de INS através da membrana intestinal. Todos
os procedimentos utilizados seguiram os Principios sobre cuidados e uso de animais de
laboratério do "National Institute of Health (NIH)” e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” (Protocolo
CEUA/FCF/CAr n° 47/ 2012).

Ratos Wistar machos adultos (210 — 250 g), mantidos em jejum por 8h, foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital de sddio (40 mg/kg) e o
intestino delgado foi imediatamente dissecado, lavado com solugdo TC-199 a 10 °C e
colocado em meio de cultura (TC 199) na mesma temperatura e oxigenado (0,:CO, —
95:5), sendo o tampdo TC-199 composto de NaCl (145 mM), KCI (4,56 mM),
CaCl,.2H,0 (1,25 mM), NaHPO, (5 mM) e glicose (10 mM).

O intestino foi cuidadosamente com auxilio de uma haste flexivel (~ 2,5 mm de
didmetro) com sua extremidade protegida com um fino tecido de seda. Uma das
extremidades foi fechada utilizando fio de sutura e o segmento intestinal preenchido
com TC 199 contendo glicose. A outra extremidade do segmento intestinal foi entio
fechada com auxilio de fios de sutura, de forma que o comprimento final do segmento
intestinal foi de 6 cm. Ao meio de incubagcdo foram adicionadas as diferentes
microparticulas (revestidas e ndo revestidas) contendo INS. A incubacéo foi realizada a
37 °C, sob agitacdo suave do sistema previamente oxigenado. Apo6s o periodo de 90

min, as amostras presentes no interior do saco intestinal foram filtradas e a quantidade
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de INS permeada através da membrana foi determinada por espectrofotometria de UV,

em comprimento de onda de 271 nm.

2.4  Estudo de permeabilidade ex vivo da INS pelo método do saco intestinal
ndo-invertido

Todos os procedimentos utilizados seguiram os principios de cuidado e uso de
animais de laboratdrio "National Institute of Heatlh (NIH)" e foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa CEMEA Auvergne (Clermont-Ferrand, Franca). Ratos
Wistar adultos (300 20 g) em jejum por 12-16 h foram anestesiados com injecéo
intraperitonial de cloridrato de quetamina (Imalgene 1000, Merial Laboratory, Lyon,
France) na dosagem de 0,15 g/kg de peso corpdreo. O cdlon de cada rato (10 cm) foi
rapidamente removido e o lado serosal foi lavado com 10 mL de 0,9% de NaCl mantido
a 37°C. A porcdo terminal de um dos lados foi fechada usando fio para sutura. A
solugé@o de INS (INS-Livre), dispersdes de gelana a 1,5 e 2,0% (G1.5-INS e G2.0-INS,
respectivamente), a dispersdo de amido resistente/pectina a 5% (RS5-INS), e as MP
(CIN153, CIN205, IN153 e IN205), todos contendo a mesma quantidade de INS, foram
incubadas no interior do saco intestinal. A outra extremidade do intestino foi fechada e
0s sacos foram incubados em uma camara para tecidos contendo 12 mL de tampé&o
Krebs-Henseleit modificado, Sigma® (composicdo em mmol/L: 118,1 NaCl, 4,7 KClI,
2,2 CaCl,.2H,0, 1,2 MgSQ,, 1,2 KH,PO,, 25,0 NaHCOg3, and 11,1 glucose, pH 7,5) a
37 °C e oxigenado (95% 0O,/5% CO;) por 180 min (viabilidade méaxima para tecidos de
rato) (GARRAIT et al., 2006). Em tempos pré-determinados, aliquotas foram retiradas
com reposi¢cdo de meio fresco a mesma temperatura. A quantidade de INS absorvida foi
quantificada por CLAE. O coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) foi calculado
de acordo com a Equacdo 11:

Qg 1
Popp (cm.s) = I X a0

Onde dQ/dt € o fluxo de INS do lado mucosal para o lado serosal; Co, a

(Equacao 11)

concentracdo inical de INS no compartimento luminal e A é a area da membrana, a qual
corresponde & A = extensdo x didmetro. As taxas de aumento de absor¢do (R) foram

calculadas de acordo com a Equagdo 12.

Papp(amostra)

R = Equation 12

Papp (controle)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de permeabilidade ex vivo pelo método do saco intestinal invertido

A Figura 49 mostra o comportamento de permeabilidade da INS a partir das MP
revestidas e ndo-revestidas, a partir da qual foi possivel observar uma expressiva
permeacdo deste farmaco a partir dos sistemas desenvolvidos, podendo ser atingidos
valores de até 72% de INS permeada, contra aproximadamente 44% de permeacdo do
farmaco livre.

Entre as diferentes amostras e com excecdo da amostra IN153 (p>0,05),
verificou-se que as MP nédo-revestidas promoveram o aumento da permeacao da INS em
relacdo ao farmaco livre (p<0,05). No entanto, taxas de permeacdo semelhantes ou
inferiores a da INS livre foram atribuidas a presenca do revestimento nas amostras
CIN153 e CIN155 (p>0,05) e CIN203, CIN205 e CIN253 (p<0,05), respectivamente.

Segundo Souza e colaboradores (2014) o revestimento representa uma barreira a
difusdo do farmaco, o qual ocasiona a sua baixa disponibilidade no meio para absorcao,
levando a menor permeacdo do farmaco através da mucosa. Os dados obtidos para o
ensaio de liberacdo da INS a partir das MP (capitulo V) corroboram essa ideia, ja que
as MP revestidas apresentaram taxas reduzidas de liberacdo da INS comparadas as

amostras ndo revestidas.

Figura 49 - Valores de permeabilidade intestinal da INS a partir de MP revestidas e ndo
revestidas pelo método do saco intestinal invertido.
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Segundo Yadav e colaboradores (2014), as gomas naturais possuem importantes
propriedades mucoadesivas, estabelecidas, principalmente, pela presenca de alguns
grupos funcionais capazes de interagir com a mucina por diferentes mecanismos.
Assim, a maior permeacdo Vverificada a partir das MP ndo revestidas, pode estar
relacionada ndo somente a auséncia de revestimento controlador da liberacdo da INS
para posterior permeacdo, mas também ao contato direto da goma gelana com a mucosa
intestinal, o qual deve ter estabelecido um contato mais intimo e por um tempo
prolongado, facilitando a permeacdo do farmaco (Fig. 50). Adicionalmente, o0s
polimeros anidnicos, a exemplo da gelana, possuem a capacidade de abrir
reversivelmente as juncdes paracelulares, otimizando o transporte paracelular (CHEN et
al., 2011).

Figura 50 - Fotografia de intestino de rato invertido e preenchido com TC-199 ap0s
ensaio ex vivo de permeacdo com microparticulas de gelana ndo revestidas (A) e
revestidas (B).

A influéncia da concentracdo polimérica na permeacdo da INS pode ser
observada entre as amostras ndo revestidas e reticuladas com a concentragdo mais baixa
de AICI; (3%), em que a permeacdo ocorreu na seguinte ordem IN153<IN203<IN253
(p<0,05), revelando que a presenca de maiores quantidades de polimero em uma
amostra disponibiliza uma maior quantidade de grupos funcionais para interacdo com a
mucina ou a mucosa propriamente dita, facilitando a permeacdo do farmaco. No
entanto, diferengas ndo foram verificadas entre as amostras reticuladas com 5% de
AICI; (IN155 e IN205) (p>0,05).
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Interessantemente, um comportamento distinto foi observado entre as MP
revestidas, em que a quantidade de INS permeada aumentou com a diminui¢do da
concentracdo de gelana, o que indica que a interpenetracdo com as cadeias de mucina
ndo ocorre somente a partir dos polimeros presente no revestimento, mas também com
aquele que compde a MP. Nesse sentido, em concentracdes reduzidas de gelana, uma
flexibilidade adequada das cadeias poliméricas deve ser atingida, permitindo a
transposicdo da camada geleificada formada pelo revestimento e o aumento da

capacidade mucoadesiva.

3.2 Ensaio de permeabilidade ex vivo pelo método do saco intestinal ndo-invertido
A influéncia da microencapsulacdo e do processo de revestimento no transporte
da INS através do epitélio intestinal foi avaliado usando tecido intestinal excisado de
ratos (Fig. 51). Interessantemente, no final do ensaio e ap6s a lavagem e abertura do
saco intestinal, as MP permaneceram aderidas a mucosa intestinal, evidenciando sua
elevada capacidade mucoadesiva, a qual deve contribuir para a permeacdo da INS
devido ao estabelecimento de um contato mais intimo entre o sistema e a mucosa e por

tempo prolongado.

Figura 51 - Esquema ilustrativo do ensaio de permeacao usando saco intestinal de rato
ndo-invertido, o qual foi incubado em uma cadmara para tecidos contendo tampéo Krebs-
Henseleit modificado em 37 °C e oxigenado (02/C0O2 95:5) por 180 min.

/

icroph[lj;ulas aderidas a superficie |

Tecido intestinal excisado de rato

No inicio do ensaio (até 60 min), o comportamento das dispersdes foi bastante

semelhante (Fig. 52). Com o decorrer do tempo, a permeacdo da INS a partir das MP
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alcancou valores significativamente maiores (73-86%) (p<0,05) do que aquele exibido
para a solucdo de INS (~57%).

Entre as MP, as maiores taxas de INS permeada ap6s 180 min de ensaio foi a
partir de CIN153 e CIN205 (p<0,05), possivelmente devido a acdo do revestimento de
amido resistente/pectina na abertura das juncGes paracelulares, uma vez que entre as
dispersdes poliméricas, somente RS5-INS foi capaz de reduzir os valores de resisténcia
transepitelial elétrica (TEER) (Capitulo VII). Além disso, esses polissacarideos em
combinacdo com a gelana devem ter aumentado a interacdo do sistema com a mucosa,
uma vez que polimeros naturais possuem importantes propriedades mucoadesivas,
primeiramente, pela presenca de alguns grupo funcionais capazes de interagir com a
mucina por diferentes mecanismos (YADAV et al., 2014). Adicionalmente, polimeros
anibnicos tém a habilidade de abrir reversivelmente as JP, otimizando o transporte
paracelular (CHEN et al., 2011).

As diferentes concentraces de gelana e AI** usadas na preparacdo das MP
revestidas ndo influenciaram a permeabilidade (p>0,05), indicando que a presenc¢a do

revestimento foi decisivo para a maior permeacao da INS.

Figura 52 - Perfil de permeacdo da INS (%) através de tecido intestinal de rato ndo
invertido ap6s a introducdo de solucdo de INS (INS-Livre), dispersbes poliméricas
(G1.5-INS, G2.0-INS, RS5-INS) (A), MP revestidas (CIN153 e CIN205) ou néo
revestidas (INS153 e IN205) (B).
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Entre as dispersdes, a RS5-INS favoreceu a permeacdo da INS, aumentando-a
para aproximadamente 84%. Interessantemente, essas amostras mostraram a habilidade

de geleificar quando em contato com o conteddo luminal do intestino, como

evidenciado na Figura 53.

Figura 53 - Fotografias da dispersdo RS5-INS geleificada ap6s o ensaio de permeacao
da INS.

Dispersdo polimérica
gelefficada apds
180 min de teste
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O coeficiente de permeabilidade aparente Pap, (Tab. 36) foi significantemente
aumentado com valor de R atingindo 1,8 para MP, demonstrando que a
microencapsulacdo da INS é eficiente no aumento da permeacéo intestinal. Os maiores
valores de P € R para G2.0-INS e RS5-INS em relagdo as MP provavelmente esta
relacionado a mais rapida liberacdo da INS a partir dessas amostras, como resultado da
formacdo de estruturas menos rigidas, as quais devem permitir a maior difusdo das
moléculas de INS. Igualmente, as cadeias poliméricas menos flexiveis das dispersdes
podem interagir mais facilmente com as cadeias de mucina, aumentando a
mucoadesividade.

A relacdo ndo-linear entre INS permeada (%) e tempo (min) é um indicativo que
a permeac&o da INS ocorreu por transporte paracelular e transporte transcelular (DEAT-
LAINE et al., 2013).

Tabela 36 - Coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) € razdo de aumento de
permeacdo (R) da INS através de tecido intestinal excisado de ratos.

Amostras Papp (X 10° cm s™) R
IN153 46.23 +1.22 1.80
CIN153 31.45+1.38 1.22
IN205 39.65 +4.61 154
CIN205 43.52 +4.72 1.69
INS-Livre 25.66 £1.49 1.00
G1.5-INS 3.19+1.92 1.49
G2.0-INS 60.60 + 2.57 2.36
RS5-INS 186.50 + 28.16 7.26

3.3 Comparacdo dos ensaios de permeacdo ex vivo através dos métodos do saco
intestinal invertido e ndo invertido

Os ensaios de permeacdo da INS através de tecido intestinal excisado de rato
foram realizados por duas técnicas diferentes. Na técnica do saco intestinal invertido
(método 1), o lado mucosal passa a ser o lado externo, o qual entrard em contato direto
com as amostras durante incubacdo em tampdo TC199 (20-30 mL), em recipiente de
vidro, sob aquecimento e oxigenacdo especificos. Ap6s 90 min de ensaio (viabilidade
maxima para esse protocolo), o meio contido no interior do saco intestinal (lado serosal)
é coletado, filtrado e a quantidade de farmaco presente é quantificada. A principal

vantagem dessa técnica € a possibilidade de utilizar grandes volumes de meio a fim de
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se respeitar as sink conditions, possibilitando o ensaio de sistemas contendo farmacos
com solubilidade limitada.

Quando se utiliza o saco intestinal sem inversdo (método 2), o lado mucosal
continua sendo o lado interno do saco, onde as amostras séo incubadas em um volume
reduzido de tampéo Krebs-Henseleit modificado (~1-3 mL). O intestino preenchido de
meio e amostras €, entdo, incubado em camara especial para tecidos (Tissue chamber)
que permite a incubacdo em orientacdo vertical, contendo apenas 12 mL do mesmo
tampéo, aquecido e oxigenado. Nesse método, a passagem de farmaco se da no sentido
interior-exterior do saco, motivo pelo qual ndo ha necessidade de rompimento do saco
intestinal, o que permite mutiplas amostragens por até 180 min (viabilidade méxima
para o protocolo desenvolvido) (Garrait et al., 2006).

A quantificacdo do farmaco permeado em diferentes tempos permite, ainda, a
construcdo de um perfil de permeacdo, a partir do qual é possivel calcular o
coefienciente de permeabilidade aparente (Papp) € estimar o tipo de transporte envolvido
na permeacéo (difusdo passiva, ativa, etc).

A comparacdo da permeacdo da INS através das duas técnicas empregadas neste
estudo revelou um comportamento distinto, no qual através da técnica do saco intestinal
invertido houve uma maior permeacdo da INS a partir das MP n&o revestidas, enquanto
que através da segunda metodologia as maiores taxas de permeacdo da INS foram
atraibuidas as MP revestidas, o que pode ser detectado devido ao maior tempo de ensaio
empregado, demonstrando que esta técnica mostra-se mais adequada para a analise de
formas farmacéuticas de liberagédo prolongada.

Além disso, 0 método 2 revelou a importancia do revestimento baseado em
amido resistente/pectina no aumento da permeabilidade da INS através do tecido
intestinal, podendo este ser atribuido as propriedades mucoadesivas dos polimeros
empregados, bem como a sua capacidade de abrir reversivelmente as juncoes
paracelulares.

Em relagio & quantidade méxima de INS permeada, valores de
aproximadamente 72 e 86% foram encontrados através das técnicas 1 e 2,
respectivamente. O aumento de permeabilidade verificado pelo método do saco
intestinal ndo invertido, muito provalvemente, deve-se ndo somente ao maior tempo de
analise aplicado, mas também ao favorecimento do gradiente de concentragdo

encontrado nessa técnica devido ao volume reduzido de meio, o qual acaba sendo
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desfavorecido no método do saco intestinal invertido em raz&o do maior volume de
meio utilizado.

Adiciona-se a tudo isso o fato de que a inversdo de um tecido na presenca de
grande quantidade de tampéo provoca a diluicdo do conteddo luminal intestinal, tal
como muco, proteinas, enzimas, microbiota, etc, razdo pela qual o0 meio se torna menos
biorelevante.

Em face ao exposto, concluiu-se que o método de permeacdo sem a inversao do
saco intestinal foi mais apropriado para o estudo de permeacdo ex vivo da INS a partir

de MP de gelana revestidas com filmes de amido resistente/pectina.
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Capitulo VII - Estudes de permeabilidade em monocameadas de células Gaco-2

1. INTRODUCAO

Apesar da via oral ser mais conveniente em relacdo a seguranca e aceitacdo do
paciente, algumas caracteristicas do TGI superior, tais como intensa acidez estomacal,
elevada atividade enzimatica e transito mais acelerado, associado ao baixo transporte de
farmacos através das células intestinais, interferem na biodisponibilidade dos farmacos
(MORISHITA; PEPPAS, 2006).

Na verdade, existem muitas fatores que afetam a biodisponibilidade oral, mas
esta é principalmente controlada pela solubilidade do farmaco e as taxas de dissolucéo e
permeabilidade, os quais determinam a velocidade em que o farmaco alcanca os fluidos
intestinais e atravessa as células epiteliais (AMIDON et al., 1995).

Baseado nisso, Amidon e colaboradores (1995) desenvolveram um sistema, o0
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), para estimar a biodisponibilidade oral
in vivo de farmacos a partir de dados de solubulidade, os quais sdo dependentes da
dosagem terapéutica e da poténcia do farmaco, e da permeabilidade. Nesse sistema de
classificacdo, os farmacos podem ser divididos em quatro classes:

o Classe 1: Alta solubilidade e alta permeabilidade;

. Classe 2: Baixa solubilidade e alta permeabilidade;
. Classe 3: Alta solubilidade e baixa permeabilidade e
. Classe 4: Baixa solubilidade e baixa permeabilidade.

O transporte do farmaco através das células intestinais pode ocorrer por varias
vias, incluindo absorcdo passiva por via transcelular ou paracelular, transporte ativo
mediado por carreadores, difusdo facilitada, transportadores de membrana, endocitoses
mediada por receptor, entre outras. Sabe-se que farmacos lipofilicos sdo rapidamente
absorvidos e distribuidos através das células intestinais, razdo pela qual esses farmacos
sdo transportados pela via transcelular. Contudo, farmacos hidrofilicos sofrem pobre e
lenta absorcdo e distribuicdo nessas células, sendo transportados pela via paracelular
através dos poros preenchidos com dgua (ARTURSSON et al., 2012). Segundo Nellans
(1991), devido a area superficial da membrana celular intestinal ser muito maior que o
espaco paracelular, farmacos hidrofilicos podem também ser transportados parcialmente
via transcelular.

Diferentes modelos tém sido utilizados para avaliar a permeabilidade intestinal
de farmacos, entre eles modelos in vitro, ex vivo (tecidos excisados), in situ e fisico-

quimicos. No entanto, 0 modelo baseado em células de adenocarcinoma coldnico
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humano (células caco-2) mostra muitas vantagens em relacdo aos outros, uma vez que
essa linhagem celular sofre diferenciagdo e exibe caracteristicas morfoldgicas e
funcionais similares as dos enterocitos, como borda em escova bem definida,
permitindo identificar o transporte do farmaco, bem como fazer uma predicdo da
absorcao do farmaco in vivo (DEAT-LAINE et al., 2013; ARTURSSON et al., 2012).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
Azul de tripano (Sigma); Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), soro

fetal bovino, vitaminas, aminoacidos nao-essenciais, glutamina (Corning); solucédo de
antibiotico (penicilina 100 1U/mL, estreptomicina 10 mg/mL, and anfotericina B 25
pg/mL), solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS), tampéo fosfato salino (PBS),
tripsina-EDTA (Fisher Scientific), suportes permeaveis Transwell® (didmetro 12 mm,

12 pocos, tamanho dos poros 0,45 pum, 4rea da membrana 1.12 cm?) (Corning).

2.2 Principais equipamentos

Balanca analitica (Bel Engineering); cabine de seguranca bioldgica 1300 series
Class Il tipo B2; incubadora de CO,; Forma™ Series II 3110 Water-Jacketed CO,
(Thermo Scientific™); RP-HPLC (Merck-Hitachi); microscopio invertido Leica DM IL
LED (Leica Microsystems); voltimetro com eletrodos STX2, EVOMX World Precision
Instruments (Sarasota, FL, USA).

2.3 Cultura celular

Células de adenocarcinoma colénico humano (Caco-2) (ATCC, Rockville, MD)
foram mantidas em meio de cultura Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
com 4,5 g/L de glicose e suplementado com 20% (v/v) de soro fetal bovino, 2% (v/v)
vitaminas, 2% (v/v) solucdo de aminoacidos ndo essenciais, 2% (v/v) L-glutamina e 2%
(v/v) de uma solucdo antimicoética-antibacteriana, a 37°C em atmosfera umidificada de
0,/CO, (95:5, v/v). O meio foi trocado a cada 3 dias. Células nas passagens 25-30
foram semeadas com 1 x 10° células/poco em suporte para cultura celular de
policarbonato Transwell® contendo 12 pogos e o meio foi alterado diariamente. Todos
os experimentos foram realizados apds 21 dias apds semeadura quando as células Caco-
2 exibiram maxima diferenciagdo. Anteriormente a cada teste, 0 meio foi removido e as

monocamadas de células foram lavadas com PBS (3x).

2.3.1 Resisténcia elétrica transepitelial (TEER)
As monocamadas de células Caco-2 foram lavadas com PBS (3 x) e, entéo,

incubadas com solucdo balanceada de Hank's (HBSS), as quais mantiveram-se em
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repouso em atmosfera de 95% O,/5% CO, a 37 °C por 1 h, a fim de atingir o equilibrio.
A integridade das monocamadas foi avaliada através da medida de TEER em
membranas de policarbonato (tamanho do poro 0,45 um e érea do filtro de 1,12 cm?) de
placas plasticas contendo 12 pocgos, com o auxilio de eletrodo STX2, EVOMX World
Precision Instruments (Sarasota, FL, USA). Para realizacdo da medida, um eletrodo foi
colocado no compartimento basolateral e outro no compartimento apical, de acordo com
o ilustrado na Figura 54. As monocamadas celulares com TEER > 800 Q.cm? foram
utilizadas para os estudos de permeacao.

Os valores de TEER foram verificados durante o estudo de permeabilidade por
120 min.

Figura 54 - Esquema da medida de TEER em estudos de permeabilidade utilizando
monocamadas de células Caco-2.
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2.3.2 Permeabilidade da INS em monocamadas de células Caco-2

Os estudos de permeabilidade em células Caco-2 foram realizados com solucgéo
de INS (INS-Livre), dispersdes de gelana a 1,5 e 2,0% (p/p) (G1.5-INS e G2.0-INS,
respectivamente), dispersdo de amido resistente/pectina a 5% (p/p) (RS5-INS), MP
revestidas (CIN153 e CIN205) e ndo revestidas (IN153 e IN205) contendo
aproximadamente 1000 pg de INS. As amostras foram adicionadas ao compartimento
apical contendo 500 pL de HBSS e as células foram incubadas a 37 °C por 120 min e
(Fig. 55), em tempos pré-determinados, a passagem da INS para o compartimento
basolateral foi detectada por CLAE. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

Figura 55 - Estudos de permeabilidade da INS a partir de MP incubadas em solugéo
balanceada de Hank's (HBSS) usando monocamada de células Caco-2 em 12 suportes
de cultura celular de policarbonato Transwell®.

f
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Os resultados foram expressos como coeficiente de permeabilidade aparente
(Papp) € taxa de aumento de absorcéo (R), calculados de acordo com as Equagdes 11 e
12 do capitulo VI, onde dQ/dt é o fluxo da amostra através da monocamada (pg/s), Co é
a concentracdo inicial de INS no compartimento apical (ug/mL), e A é a area de
superficie da monocamada (1,12 cm?).

Apobs 120 min de incubagéo, as amostras foram removidas do compartimento
apical e as células foram lavadas com PBS (3x). Adicionou-se meio fresco a 37 °C a
cada poco e as monocamadas permaneceram em repouso em atmosfera de 5% O, e 5%
CO,, em umidade relativa de 90%, por 48 h. Os valores de TEER foram monitorados

nesse intervalo de tempo para avaliar a capacidade regenerativa das monocamadas.
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2.3.3 Citotoxicidade dos polimeros e MP

O teste de excluséo do corante azul de tripano foi realizado a fim de determinar a
citotoxicidade apos aplicacdo das amostras em andlise. Para isso, as células foram
mantidas em contado com solugdo de INS (INS-Livre), disperses de gelana a 1,5 e
2,0% (p/p) (G1.5-INS e G2.0-INS, respectivamente), dispersdo de amido
resistente/pectina a 5% (p/p) (RS5-INS), e MP revestidas (CIN153 e CIN205) e ndo
revestidas (IN153 e IN205). Apds 120 min, as amostras foram cuidadosamente
removidas e as monocamadas lavadas com PBS 2 vezes. As células foram tripsinizadas
e a suspensdo celular obtida foi misturada com azul de tripano (0,1%; v/v, em PBS) e
analisadas em microscopio invertido. As células que incorporaram o corante foram
consideradas inviaveis, enquanto que aquelas que excluiram-no foram consideradas

viaveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudos de permeabilidade da INS utilizando monocamadas de células Caco-2
Nesse trabalho, a veiculacdo da INS - um farmaco classe Il segundo a SCB
(PATIL; DEVARAJAN, 2014) - em MP revestidas e com propriedades mucoadesivas
foi explorada como estratégia para aumentar a permeacdo intestinal da INS e,
consequentemente, sua biodisponibilidade. Nesse sentido, a determinagdo das
propriedades de permeacdo da INS a partir das MP de gelana (revestidas e ndo

revestidas) € fundamental para predizer o desempenho in vivo.

3.2 Medida da resisténcia elétrica transepitelial (TEER)

A medida de TEER € uma técnica bioelétrica valiosa para avaliar a integridade
das monocamadas celulares, uma vez que expressa 0 quao unidas estdo as juncgdes
paracelulares (JP) localizadas entre as células epiteliais. Assim, essa técnica fornece
importantes informacdes sobre o estado da monocamada celular e, também, sobre o
transporte paracelular de alguns farmacos (HILGENDORF et al., 2000).

Anteriormente ao inicio dos ensaios de permeabilidade, a TEER das
monocamadas foi avaliada e valores acima de 800 Q cm? foram encontrados, indicando
a integridade juncional das células caco-2 (DEAT-LAINE et al., 2013).

A Figura 56 mostra o perfil da TEER das células incubadas com MP ou
dispersdes poliméricas durante o ensaio de permeacdo. Entre as dispersfes, a RS5-INS
reduziu significantemente os valores de TEER (aproximadamente 27%) ap6s 120 min
de teste, enquanto que nenhuma diminuicdo foi observada para G1.5-INS e G2.0-INS
(p>0,05) no mesmo tempo. Na verdade, a mistura de amido resistente/pectina deve
formar uma rede polimérica mais empacotada e rigida, resultando em uma configuracao
que pode aumentar a interagcdo com as proteinas e/ou receptores das JP, favorecendo sua
abertura, como demonstrado para outros polimeros, como a quitosana (SANDRI et al.,
2010). Essa abertura reversivel das JP € uma abordagem promissora para 0 aumento do

transporte paracelular.
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Figura 56 - Perfil da TEER para o teste de permeabilidade para amostras IN153,
CIN153, IN205 and CIN205, dispersbes de goma gelana a 1,5 e 2,0% carregadas com
INS (G1.5-INS e G2.0-INS, respectivamente), dispersdo de amido resistente/pectina
carregada com INS (RS5-INS) e solucéo de INS (INS livre).
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Sabe-se que a abertura das JP pode ser alcancada de duas maneiras, i.e.,
utilizando polimeros que interagem com as proteinas das JP ou receptores de superficie,
causando sua separa¢do, ou através da acdo de quelantes de calcio que ativam a quinase-
C e, entdo, levam a ruptura das juncdes aderentes (outro tipo de adesdo célula-célula) e
das JP (SALAMAT-MILLER et al., 2005).

Uma significativa redugdo dos valores de TEER (78-88%) foi observada nos
primeiros 15 min de ensaio de teste utilizando MP. Apos esse periodo, os valores
mantiveram-se constantes até o final do ensaio (120 min), demonstrando que o0
aprisionamento da INS nas MP poliméricas promoveu uma rapida e duradoura abertura
das JP. Diferencas estatisticamente significativas ndo foram observadas entre as MP

I** utilizados na

(p>0,05), indicando que as diferentes concentracbes de gelana e A
obtenc¢éo das MP n&o afetaram a funcionalidade das JP.

A maior influéncia das MP na abertura das JP em relacdo as dispersdes
poliméricas deve estar relacionada a fatores estruturais, como a estrutura tridimensional
reticulada das MP, a qual deve originar padrdes diferentes de interacdo com as proteinas
juncionais, promovendo sua abertura. A possivel atividade quelante de Ca** das MP de
gelana previamente mencionada é outro mecanismo importante de abertura das JP, uma
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vez que o célcio é essencial para manter o contato intercelular e sua remogéo torna a
interacdo célula-célula mais frouxa com destruicdo das organizagGes multicelulares
(LACAZ-VIEIRA, 1997).

As medidas de TEER também foram realizadas apos 24 e 48 h do término do
ensaio de permeabilidade a fim de verificar a capacidade regenerativa das células. A
Figura 57 mostra uma tendéncia geral do aumento dos valores de TEER ao longo do
tempo, 0 que revela que as amostras aplicadas ndo causam alteracdes permanentes de
funcionalidade das células.

Para as MP IN153, CIN153, IN205 e CIN205 os valores de recuperacao apos 48
h foram de 64, 67, 50 e 86%, respectivamente, enquanto que para a dispersdo RS5-INS
esse valor alcangou somente 13%. Apesar das dispersdes de gelana (G1.5-INS e G2.0-
INS) ndo terem promovido a reducdo dos valores de TEER, observou-se seu aumento
apos 48 h, os quais foram de 95 e 43%, respectivamente, indicando o fechamento das JP

com o tempo.

Figura 57 - Medidas de TEER (%) ap0s 24 e 48 h ap6s a remocdo apical das seguintes
amostras: IN153, CIN153, IN205, CIN205 (MP), G1.5-INS, G2.0-INS, RS5-INS
(dispersdes poliméricas) e INS-Livre (solucdo de INS).
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3.3 Permeabilidade da INS atraves das células Caco-2

A passagem apical-basolateral foi significantemente aumentada quando a INS
foi transportada a partir das MP poliméricas, de maneira que as taxas de permeabilidade
variaram de 42 a 67% (Fig. 58) contra apenas 25% da INS-Livre, e os valores de Pap,
(Tab. 37) alcancaram o valor de 48 x 10°® cm s, o qual é considerado bastante elevado
em comparacdo com o manitol, substancia mais utilizada como marcadora do transporte

! em células Caco-2

paracelular, com valores de P, de 0,12 x 10° cm s
(HILGENDORF et al., 2000). Esses dados estdo de acordo com os reduzidos valores de
TEER obtidos para MP.

As dispersdes poliméricas G1.5-INS e RS5-INS também promoveram o
aumento de permeabilidade da INS em aproximadamente 42 e 47%, e o maior
transporte de INS verificado a partir da amostra RS5-INS (p<0,05) pode estar
relacionado ao fato dessa dispersdo ter sido a Unica que promoveu a reducdo de TEER.
No entanto, ndo foram observadas diferencas entre a dispersdo G2.0-INS e a INS-Livre

(p>0,05).

Figura 58 - Permeabilidade da INS em ug (A) e % (B) ap0s tratamento com as MP
IN153, CIN153, IN205, CIN205 e as dispersdes G1.5-IN, G2.0-INS e RS5-INS e a
solucdo de INS (INS-Livre).
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Tabela 37 - Valores de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) da INS e razédo
de aumento de permeabilidade (R) a partir das MP IN153, CIN153, IN205 e CIN205,
das dispersdes poliméricas G1.5-INS, G2.0-INS e RS5-INS e da solucdo de INS (INS-
Livre).

Amostras Papp (X 10° cm s™) (R)
IN153 32.60+1.72 1.39
CIN153 46.45 £ 0.83 1.99
IN205 43.23 + 3.83 1.85
CIN205 48.08 £7.32 2.06
G1.5-INS 38.52 + 3.23 1.65
G2.0-INS 27.29 +2.48 1.19
RS5-INS 50.30 £5.97 2.15
INS-Livre 23.34 +£0.09 1.00

Entre as MP, verificou-se que para as amostras preparadas com 1,5% de gelana,
a presenca do revestimento (CIN153) favoreceu a permeacéo da INS (~67%) em relagédo
a amostra ndo revestida (IN153) (~42%) (p<0,05), mas a mesma tendéncia ndo foi
observada para as amostras obtidas com a mais alta concentracdo de polimero, para as
quais a amostra IN205 propiciou uma maior permeacdo da INS em relagdo a CIN205.
Provavelmente, a associacdo de ambos o revestimento e a alta concentragdo de goma
gelana e reticulante na amostra CIN205 pode ter dificultado a liberagéo da INS apos 120
min de teste, levando a menor quantidade de INS disponivel no compartimento apical
para permear a monocamada de células Caco-2. Esses dados estdo em acordo com 0s
resultados do ensaio de liberag&o da INS in vitro (capitulo 1VV) no qual a MP CIN205
promoveu 0 maior controle das taxas de liberacdo da INS em ambos aparatos 1 e IV.
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3.4 Citotoxicidade dos polimeros e MP

O teste de viabilidade celular pela técnica de exclusdo do azul de tripano foi
utilizado para analisar a citotoxicidade dos polimeros e MP. O ensaio revelou que as
células Caco-2 apresentaram viabilidade acima de 95 % apds 2 h de contato com as
amostras (Fig. 59), indicando que ambos MP e dispersdes poliméricas podem ser
considerados biocompativeis (DEAT-LAINE et al., 2013).

O menor valor de viabilidade celular encontrado foi para INS-Livre (~93%), e
este pode ser corroborado com os dados de TEER ap6s 48 h de remogdo da amostra
(Fig. 57), no qual as células que foram tratadas com a solucdo de INS tiveram uma
queda progressiva nos valores de TEER, sugerindo o ndo fechamento das JP e/ou a néo
recuperacdo das células. Nesse sentido, os dados demonstram que 0 processo de

microencapsulacao permitiu a reducédo da citotoxicidade da INS.

Figura 59 - Valores de citotoxicidade (% viabilidade) ap6s incubacédo das células Caco-
2 com as MP IN153, CIN153, IN205 and CIN205 MP, dispersdes G1.5-INS, G2.0-INS

e RS5-INS or solucéo de INS (INS-Livre) por 2 h e avaliadas pela técnica de excluséo
do azul de tripano.

105 -

L]

95

90 -

Viabilidade (%)

85

80

T T

W53 O3 (208 Q\N205G\ 5 NS 62,0—\NSRS5—\NS \NS-\—"‘“e

ChMenaguin, A. 3, 177



CAPITULO VIII

Estudos de Atividade Hipoglicemiante Oral
in vivoda Insulina Veiculada em

Microparticulas
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1. INTRODUCAO

Neste trabalho, a DM foi induzida através de injecdo intraperitoneal de aloxano
(140 mg/kg) dissolvido em solucdo salina apds jejum de 24 h, uma vez que nessa
condicdo os animais ficam mais sensiveis ao aloxano (BOQUIST, 1977). O mecanismo
de acdo desta substancia esta relacionado com a formacdo de espécies de oxigénio
reativo (ROS), os quais atacam principalmente o DNA das células beta-pancreéticas que
sdo sensiveis ao estresse oxidativo (SAKURALI; OGISO, 1994). Apoés o ataque do DNA,
ocorre a ribosilacio de ADP, deplecio de NAD" celular, resultando em dano das células
beta (PARK et al., 1995). Ap6s a inducdo da DM, os animais receberam solugédo de
glicose 30% por 24 h com o intuito de evitar as complicagdes da hipoglicemia aloxanica
(LENZEN, 1988).

O quadro diabético aloxanico sofre importantes alteracbes nas primeiras 24 h
pos-inducdo, sendo considerado um processo tetrafasico. Nos primeiros 30 min, ocorre
um grande estimulo da secrecdo insulinica que provoca uma hipoglicemia acentuada.
Em seguida, é verificado um aumento da glicemia devido ao aprisionamento da INS nas
células beta-pancreéticas, a qual dura até 4 h ap6s a administracdo do farmaco. A
terceira fase compreende a ruptura da membrana celular seguida de insulinemia severa,
motivo pelo qual se faz necesséaria a administracdo de glicose ao animal visando
contornar a hipoglicemia gerada. Na ultima fase, a lise celular € completada de maneira
permanente, na qual sdo verificadas a hipoinsulinemia e hiperglicemia (DORNAS et al.,
2006).

Dessa maneira, a efetividade das MP de INS preparadas com goma gelana e
revestidas com amido resistente/pectina foi avaliada, baseado na sua eficiéncia em

reduzir a glicose sanguinea de ratos diabéticos apds a administracao oral dos sistemas.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
Agua destilada; aloxano (Sigma); cloreto de sédio (Synth); solucéo injetavel de

Insulina Novolin® R (Novo Nordisk).

2.2 Principais equipamentos
Balanca analitica (Bel Engineering); glicosimetro de sangue Accu-Check®.

2.2.1 Efeito in vivo da administracéo oral de microparticulas contendo INS

Baseado nos estudos de liberacdo in vitro e permeabilidade ex vivo, as MP
CIN153, IN153, CIN155, IN155, CIN205 e IN205 foram utilizadas para estudos de
liberacdo in vivo, de acordo com Kumar e colaboradores (2006) com pequenas
alteracdes. Todos os procedimentos utilizados seguiram os Principios sobre cuidados e
uso de animais de laboratério do "National Institute of Health (NIH)” e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita
Filho” (protocolo CEUA/FCF/CAr n°® 47/ 2012).

Diabetes mellitus foi induzida experimentalmente em ratos Wistar machos (200-
2500) pela injecdo intraperitonial de aloxano (140mg/kg) dissolvido em solucédo salina
0,9% apos jejum de 24 h. Os niveis de glicose foram checados apds 48h e os animais
que apresentaram nivel de glicose > 300 mg/dL foram utilizados para as anélises.

Assim, 48 ratos diabéticos foram selecionados e divididos aleatoriamente em 8
grupos de 6 ratos cada. Os animais diabéticos foram mantidos em jejum durante a noite
anterior a administracdes das formulagdes. Os animais do grupo controle negativo
receberam MP sem INS, enguanto que o grupo controle positivo recebeu injecdo
subcutanea de solucdo de INS (Novolin R®) na dose de 100 Ul kg™.

As MP carregadas com INS (grupo teste) na mesma dose do grupo controle
positivo foram suspensas em agua destilada e administradas através de uma adaptacéo
da técnica de gavagem oral com o auxilio de tubo de polietileno (diametro 1,5 mm).

O nivel de glicose no sangue foi verificado em intervalos pré-determinados
durante 7 h, usando um glicosimetro de sangue ONETOUCH® Select Simple. A
reducdo na concentracdo de glicose foi obtida da curva concentracdo de glicose no

sangue versus tempo usando a Equagéo 13:

F—-Pt

% Reduzida = (T) x 100 Equacéo 13
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Onde F ¢ o nivel de glicose em jejum e P; é o nivel de glicose no sangue num

tempo t depois da administracdo oral de microparticulas carregadas de INS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito in vivo da administragdo oral de microparticulas contendo insulina

A eficiéncia in vivo da INS carreada em MP de gelana e revestidas com filmes
de amido resistente/pectina foi avaliada utilizando ratos machos Wistar diabéticos,
através da medida do efeito hipoglicemiante produzido apds administracdo oral do
sistema. A resposta farmacoldgica foi monitorada durante 7 horas e a redugdo dos niveis
de glicose (%) no sangue foi calculada para cada grupo em cada intervalo de tempo. Os
dados sdo apresentados na Figura 60. O valor da linha base de glicose no sangue (nivel
inicial de glicose) foi assumido como 100% e todos os outros dados de niveis de glicose

sanguinea versus tempo foram calculados como uma porcentagem da linha base.

Figura 60 - Efeito hipoglicemiante apds administracdo oral de MP de gelana contendo
INS (revestidas e ndo revestidas), MP de gelana controle (sem INS) e injecéo
subcutanea de solucdo de INS (100 UI/mL) em ratos diabéticos (n=6).
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Um discreto aumento dos niveis de glicose sanguinea (aproximadamente 3%) foi

verificado apds a administracdo das MP controle (sem INS) e devido a baixa magnitude
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desses valores em relacdo as amostras contendo INS, este foi atribuido ao estresse
animal associado a administracdo das MP e sucessivas coletas de sangue (BUILDERS
et al., 2008; CELEK et al., 2005).

Apbs 0,5 h da injecdo de INS subcutanea, administrada como controle positivo,
a porcentagem de reducdo de glicose no sangue foi de aproximadamente 55,49%,
alcancando 87,48% apos 2h. O efeito hipoglicemiante se manteve até o final do teste
(44,73% em 7 h).

Os resultados indicaram que todas as MP carregadas com INS foram capazes de
induzir e prolongar o efeito hipoglicemiante, em diferentes graus e alcancando o efeito
maximo em diferentes tempos. Assim, as MP administradas oralmente, apresentaram
uma significativa reducdo da glicemia, a qual ocorreu de forma gradual, alcancando o
efeito maximo apds 2h para as amostras CIN205 (35,70%), IN205 (27,85%) e CIN155
(22,86%) e apo6s 4h para as amostras CIN153 (51,02%), IN153 (14,65%) e IN155
(15,76%).

Apos 1 h da administracdo oral das MP, um importante efeito hipoglicemiante
foi verificado para as amostras CIN153, CIN205, IN205, CIN155 (24,61, 25,08, 23,18 e
12,72%, respectivamente). Segundo Beals e Kovach (1997) esse comportamento pode
ser atribuido ao esvaziamento gastrico precoce do farmaco para o intestino delgado e a
mucoadesividade efetiva dos polimeros empregados.

Segundo Meyerovitch e colaboradores (1991), um efeito hipoglicemiante de
25% é considerado significativo e valores superiores a este foram alcancados pelas
amostras CIN153, CIN205 e IN205, as quais foram consideradas as mais promissoras.
Entre elas, pode-se notar que as MP revestidas promoveram maior reducdo dos niveis
de glicose que as MP ndo revestidas. Contudo, a amostra IN205 também apresentou um
efeito terapéutico importante, o que indica que a matriz polimérica protegeu a INS
contra a degradacao, controlando a sua liberacéo, o que favoreceu a biodisponibilidade.
Além disso, quando em associagdo com o revestimento desenvolvido, um efeito
sinérgico deve ter ocorrido, responsavel pelo aumento de aproximadamente 22% do
efeito terapéutico.

A amostra CIN153 foi a que reduziu a glicose sanguinea de maneira mais
acentuada. Este fato pode ser explicado com base no mais baixo percentual de INS
liberada nos primeiros 15 min de ensaio em meio &acido (aproximadamente 53,13%
menor) (Capitulo 1V) relacionado a maior preservacdo da INS contra degradacdo
(Capitulo I11).
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A analise entre as amostras revestidas e nao revestidas indicou que a amostra
CIN153 causou um efeito hipoglicEmico de 39,09 a 81,91% maior que IN153, enquanto
que para a amostra CIN205 o valor foi de 7,54 a 98,99% maior que IN205. Para a
amostra CIN155 a reducdo da glicemia foi 22,33 a 92,54% maior que para IN155.

O comportamento acima relatado pode ser atribuido a presenca do revestimento
de amido resistente/pectina, o qual é capaz de oferecer uma protecdo adicional a INS
encapsulada na matriz polimérica contra ataques enzimaticos e ambientes com valores
de pHs extremos (como o ambiente gastrico), ja que o amido resistente é digerido
somente pelas enzimas bacterianas produzidas na porc¢éo terminal do intestino (HTOON
etal., 2010).

Além disso, o revestimento desenvolvido foi responsavel por reduzir o
percentual de INS liberada nos diferentes meios (capitulo 1V), especialmente em meio
acido, no qual essa reducdo foi 8,85 a 41,55%, o que deve ter contribuido para a
protecdo da INS neste meio e otimizagéo da resposta terapéutica.

Estudos precedentes de digestdo enzimatica in vitro de filmes livres de amido
resistente/pectina confirmaram a baixa suscetibilidade a digestdo pela enzima a-amilase
pancreatica (3,90%) devido ao alto teor de amido resistente no filme retrogradado
(96,10%) (MENEGUIN et al., 2014).

Ao término do ensaio (ap6s 7 horas), ainda foi possivel observar algum efeito

hipoglicemiante, sendo que para a amostra CIN153 esse valor ainda foi de 10,27%.
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Capitulo IX - Gondlusio

1. CONCLUSAO

O desenvolvimento de MP baseadas em goma gelana reticulada e revestidas com
filmes de amido resistente/pectina permitiu a modulacdo da propriedades fisico-
quimicas e de liberacdo, bem como da interacdo bioldgica da INS, de modo que o
sistema desenvolvido representa uma estratégia promissora para a administracdo oral
dessa proteina.

O processo de obtencdo das MP através do processo de geleificagdo ionotrdpica
utilizando polissacarideos naturais provenientes de fontes renovaveis e evitando o uso
de solventes organicos (eco-friendly) permitiu a obtencdo de MP esféricas, com
distribuicdo homogénea de tamanho e elevado teor de encapsulacdo (até 89%). A
habilidade das MP inibirem a atividade enzimatica da tripsina e quimotripsina foi
demonstrada, de maneira que aproximadamente 80% da INS foi mantida intacta ao final
de 120 min de experimento.

A elevada mucoadesividade dos sistemas foi demonstrada, de maneira que a
menor capacidade mucoadesiva (de 4 a 17 x menor) das MP revestidas em rela¢do as
MP ndo-revestidas mostra-se favoravel ao objetivo pretendido, uma vez que deve
minimizar a adesdo das MP nas porcGes superiores do TGI e permitir a mucoadesdo na
regido coldnica, ap6s a biodegradacdo do revestimento através de enzimas produzidas
pela microbiota coldnica, contribuindo para o aumento da permeabilidade da INS nesse
orgao.

O processo de revestimento permitiu a formacdo de um filme continuo, sem
formacdo de poros e/ou fissuras, dando origem a sistemas com maior estabilidade
térmica. A eficiéncia do revestimento desenvolvido foi evidenciada através da mais
efetiva protecdo contra a atividade de enzimas proteoliticas, da reducdo do efeito burst
de liberacdo em meio acido e do prolongamento das taxas de liberacdo em tampao
fosfato com diferentes valores de pH, adicionalmente a um importante efeito na abertura
das juncOes paracelulares e otimizacdo da permeabilidade da INS. Esses resultados
indicam que o revestimento baseado em amido resistente/pectina pode ser explorado
como uma importante estratégia tecnoldgica para o delineamento de sistemas de
liberacdo cdlon especifica, particularmente para a veiculagdo de farmacos instaveis nas
porcdes superiores do TGI e/ou de baixa permeabilidade.

O significativo aumento da permeabilidade da INS (30-43%) foi demonstrado
através dos ensaios de permeacdo ex vivo em intestino de rato e in vitro em

monocamadas de células Caco-2, o qual deve ser atribuido as propriedades
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mucoadesivas dos polimeros empregados e a sua influéncia na abertura das juncoes
paracelulares, otimizando o transporte paracelular. Além disso, 0s estudos de
citotoxicidade demonstraram a biocompatibilidade dos sistemas estudados.

A elevada inibicdo enzimatica e 0 aumento da permeabilidade indicam que os
polissacarideos empregados nesse estudo representam uma alternativa aos inibidores
enzimaticos e promotores de absor¢do convencionais, 0s quais sao toxicos e atuam de
forma inespecifica.

O estudo in vivo demonstrou a atividade hipoglicemiante por um periodo de até
7h e valores de até 50% de reducdo da glicemia em ratos diabéticos foram alcancados.
Considerando que os testes foram realizados com a dose indicada para a via subcutanea,
um ajuste de dose para a via oral pode permitir a melhoria do efeito terapéutico,
aproximando-se ao atingido pela via subcutanea. Dessa forma, a veiculacdo oral de INS
através do sistema proposto poderia representar sendo uma alternativa terapéutica
isolada, a possibilidade de uma terapia combinada, reduzindo a frequéncia de
administracdo parenteral de INS e contribuindo significativamente para a qualidade de
vida do paciente.

Baseado no conjunto de dados apresentados, os sistemas desenvolvidos podem
ser considerados como uma nova plataforma tecnol6gica para administracdo oral de INS

e de outras proteinas/peptideos terapéuticos.
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Anexo

ANEXO

Protocolo CEUAFCRCAr n® 4577 2012

Pesquisador ANDRELA BAGLICTTI MENEGUIN

Orentador.  Prof. Dr. Raul Casar Evangelista

Projetor Microcapsulas de goma gelana revestidas com fimes de amido
resistente’ pectina como estratégia para administracdo via oral de
insulina.

Parecer n® 05/2013 — Comiss3o de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Usc de Animais desta Faculdade,
reunida em 20 de Fevereirg de 2013, considerou que o protocole para wuso
de animais na pesquisa: "Microcapsulas de goma gelana revestidas com filmes
de amido resistents! pectina como estratégia para administragio via oral de
nsuling”, apresentado pela pos-graduanda Andreia Baglicti Meneguin, sob
orentagdo do Prof. Dr. Raul Cesar Evangelista, do Departamento de
Farmacos e Medicamentos, desta Faculdade, estd estruturado dentro dos
principios eticos na experimentagao animal do Conselho Macional de Controle de
Expermentagic Anmal - CONCEA. manifestando-se FAVORAVEL 3 sua

EXecur3o.
O relatorio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue
em JULHC de 2014, em formulario para este fim.

Araraquara, 21 de Feversino de 2013.
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Prof Dr. CARLOS CESAR CRESTAMI
Coordenador da CEUA

ChMenaguin, A. 3, 212



