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ABSTRACT

Gastric ulcers are pathologies caused by bacteria or use of medication, especially non steroidal
anti inflammatory drugs (NSAIDs).The lack of treatment for this condition can lead to
aggravation of the lesion and cause gastric cancer. Curcumin is a natural compound extracted
from the rhizomes of the long turmeric plant and has been used in traditional Indian medicine for
many centuries. However, due to its low solubility in agueous media, its use is limited. The
treatment of gastric diseases requires the drug remains in contact with the stomach mucosa, but
the permanence time of pharmaceutical forms is impaired by the time of gastric emptying, which
is about 2 h. One strategy that can be used to circumvent these limitations is the use of a gastro-
retentive and controlled-release systems with targeting to the stomach. In this regard, the
development of polymeric microparticles using mucoadhesive polymers such as
hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) and chitosan (CS), capable of controlling the release of
drugs and triggering the release only in acidic media can be extremely advantageous. Thus, the
aim of this study was to develop and characterize polymeric microparticles prepared by
ionotropic gelation from CS/HPMC and sodium tripolyphosphate (TPP) for gastroretentive
delivery of curcumin and to evaluate its in vivo antiulcer potential. The microparticles formulation
could be selected using a quality by design methodology through inotropic gelation and
lyophilization processes. Microparticles were spherical in shape and show diameter between
620 and 820 um. Scanning electron microscopy shows that particles containing curcumin have
large pores in their interior, while those without curcumin present uniformity throughout their
matrix. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) indicated as the main polymeric
interaction regions; X-Rays Diffraction (XRD) was able to show that the microencapsulation
process led to amorphization of curcumin. The encapsulation efficiency was greater than 50%
and microparticles completely released curcumin after 24h, while the lyophilized ones had higher
release rates than non-lyophilized ones, which showed the impact of the drying process. The
same behavior was observed in liquid absorption tests. Thermal and gravimetric analyzes
showed changes in the structure of polymers and curcumin and confirmed a polymeric
interaction, mainly through hydrogen bonds and van der Waals forces. Mucoadhesion analysis
showed that all microparticles obtained presented adhesion in the mucin disc. Results of the in-
vivo study point in the direction that these systems are promising tools in the prevention of
gastric lesions associated with NSAID use, presenting index of gastroprotection almost same
omeprazole. From these results, developed MPs can be explored as a controlled release system
of drugs with triggering mechanisms to acidic environments, with potential for application in

gastroprotection, especially in patients that use NSAID chronically.

Keywords: Microparticles; Curcumin; gastroretentive drug release; lonotropic Gelation,

Lyophilization.



RESUMO

As Ulceras gastricas sao patologias causadas por bactérias ou uso de medicamentos
especialmente os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), sendo que a falta de tratamento
dessa condicdo pode levar ao agravamento da lesdo e até mesmo ao céncer gastrico. A
curcumina é um composto natural obtido a partir dos rizomas da planta Curcuma longa e é
utilizada na medicina tradicional indiana h4 muitos séculos. Entretanto, por apresentar baixa
solubilidade em meios aquosos, seu uso € limitado. Atrelado a isso, o tratamento de doencas
gastricas demanda que o farmaco permaneca em contato com a area, porém o tempo de
permanéncia de formas farmacéuticas convencionais neste 6rgao é limitado pelo tempo de
esvaziamento gastrico, que € de cerca de 2h. Uma estratégia que pode ser utilizada para
contornar essas limitagcdes é o uso de um sistema de entrega gastrorretentivo, mucoadesivo e
de liberacdo controlada para o estdbmago. Nesse sentido, o desenvolvimento de microparticulas
poliméricas utilizando polimeros mucoadesivos, capazes de controlar a liberacéo de farmacos e
permitir que essa liberacdo somente aconteca em meios acidos, como a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e a quitosana, pode ser extremamente vantajosa. Assim, 0
objetivo desse estudo foi desenvolver e caracterizar microparticulas poliméricas constituidas de
quitosana e HPMC para veiculacdo de curcumina e avaliar in vivo 0 seu potencial antitlcera. As
microparticulas puderam ser selecionadas usando uma metodologia de ‘quality by design”, as
quais foram obtidas por meio de geleificagdo ionotropica e processo de liofilizagdo. As
microparticulas apresentaram forma esférica e exibiam didmetros entre 620 e 820 um. A
microscopia eletrbnica de varredura mostrou que as particulas contendo curcumina possuem
grandes poros em seu interior, enquanto aquelas sem curcumina apresentam uniformidade em
todo o seu interior. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
indicada como as principais regides de interacdo polimérica; A difracdo de raios-X (DRXx) foi
capaz de mostrar que o processo de microencapsulacdo levou a amorfizagao da curcumina. A
eficiéncia de encapsulacao foi superior a 50% e as microparticulas liberaram completamente a
curcumina apoés 24h, enquanto as liofilizadas apresentaram maiores taxas de liberacdo do que
as ndo liofilizadas, o que evidenciou o impacto do processo de secagem. O mesmo
comportamento foi observado nos testes de absorcdo de liquidos. As analises térmicas e
gravimétricas mostaram que mudangas na estrutura dos polimeros e do curcumina e
confirmaram uma interacao polimérica, por meio majoritariamente de ligac6es de hidrogénio e
forcas de van der Waals. A analise de mucoadesao mostraram que todas as microparticulas
obtidas apresentaram adesdo no disco de mucina. E os resultados do estudo in vivo apontam
na direcdo de que esses sistemas sdo ferramentas promissoras na prevencdo de lestes
géastricas associadas ao uso de AINES, apresentando indice de gastroprotecdo semelhante a

conferida pelo ao omeprazol. A partir desses resultados, os MPs desenvolvidos podem ser



explorados como um sistema de liberagdo controlada de farmacos com mecanismo duplo, um
desencadeado pela presenca de &cidos, destinados a liberacdo gastroespecifica e outro
mucoadesivo, com potencial para aplicacdo em gastroprotecdo, principalmente em pacientes

gue fazem uso cronico de AINES.

Palavras-chave: Microparticulas; Curcumina; Liberacdo gastroretentiva; Liberacdo controlada;

Geleificagdo lonotrépica, Liofilizacao.
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1. Introducdo e Justificativa

7

A ulcera gastrica é uma doenca caracterizada por lesdes ulcerativas na
superficie da mucosa estomacal e € um problema de salude com impacto global
(Aihara et al., 2003).

Fatores comportamentais evitdveis, como consumo excessivo de alcool e
tabagismo, bem como condi¢des relacionadas a saude, principalmente o uso de
AINES (anti-inflamatorios néo esteroidais) e infec¢bes por Helicobacter pylori, que
sao situacdes virtualmente inevitaveis, sdo as maiores causas de doencas gastricas,
que podem se manifestar principalmente como gastrites e Ulceras, podendo

progredir para o cancer gastrico (K. Wang et al., 2021).

Os beneficios do uso de AINES para a humanidade sdo inegaveis, atuam no
combate a inflamacdes, dores, febre e sdo parte do desenvolvimento médico que
contribuiram e continuam contribuindo para a melhora da condicdo de salde das
pessoas. Ao longo dos anos, novas aplicacfes para esta classe de medicamentos
tem sido testadas e implementadas, como seu efeito antitrombotico, tratamento de
controle de lesdo secundaria ap6s hemorragia intracerebral espontédnea, dentre
outras (Brunton et al.,, 2012; Ironside et al., 2021). Entretanto, uma das maiores
limitacdes do uso de AINES € a sua capacidade de causar Ulcera gastroduodenal e
sangramento. O primeiro registro deste efeito dos AINES foi catalogado pelos
estudos de Douthwaite e Lintott em 1938 (Douthwaite & Lintott, 1938).

Os AINES podem causar lesdes gastricas por diversos mecanismos. Um
deles € o mecanismo de irritacdo tépica do epitélio, decorrente do contato direto com
0 epitélio estomacal. Existem trés bases téorico-experimentais para suportar essa
afirmacdo e estes mecanismos sao especialmente observados em AINES com
grupos acidos carboxilicos em sua estrutura, pois estes podem romper a barreira
mucosa, permitindo assim um efluxo inverso do acido gastrico para a mucosa,
causando lise nas células do epitélio gastrico. JA as espécies que nao foram
ionizadas sdo capazes de entrar nas ceélulas do epitélio gastrico, e no ambiente
celular, neutro, se ionizam, exercendo pressdao osmotica, causando o efluxo de ions
para dentro da célula e subsequentemente agua, causando finalmente a lise celular

por inchaco (Fromm, 1987; Somasundaram et al., 1995).
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Um outro mecanismo proposto diz respeito a maioria dos AINES, tendo
grupos carboxilicos ou ndo. Ainda que ndo seja completamente aceita, € a hipotese
de que os AINEs podem danificar o epitélio gastroduodenal por meio do
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa nas células epiteliais. Varios AINEs
demonstraram desacoplar a respiracdo mitocondrial (Mahmud et al.,, 1997;
Somasundaram et al., 1995), levando a uma deplecdo de ATP e, portanto, uma
capacidade reduzida de regular as funcdes celulares normais, como a manutencao
do pH intracelular. A capacidade dos AINEs de desacoplarem fosforilagdo oxidativa
também parece estar relacionada, em certa medida, a fracbes acidas (tais como
residuos de acido carboxilico), uma vez que a substituicdo nesses locais interfere
com o capacidade desses compostos de agirem como desacopladores ( Mahmud et
al., 1997; Somasundaram et al., 1995). E o terceiro mecanismo proposto para a
génesis da ulcera por irritantes topicas decorrente do contato com os AINEs € a de
gue, estes medicamentos apresentam capacidade de diminuir a hidrofobicidade da

camada de gel de muco no estdmago (John L Wallace, 2000).

Goddard et al. (1987) e Lichtenberger (1995) propuseram que esta camada é
uma barreira primaria para dano induzido por acido no estébmago (Goddard et al.,
1987; L M Lichtenberger, 1995). Eles demonstraram que a superficie do estdbmago é
hidrofébica e que esta hidrofobicidade pode ser reduzida por varios agentes
farmacoldgicos. Por exemplo, mostrou-se que AINEs se associam com o0s
fosfolipidios tensoativos dentro da camada de gel de muco, reduzindo assim suas
propriedades hidrofobicas. Esses investigadores demonstraram ainda que 0 muco
da camada de gel no estdbmago de ratos e camundongos que receberam AINEs foi
convertida de um material ndo molhavel para um estado molhavel. Este efeito
persistiu por varias semanas ou meses apos a cessacao da administracdo de AINEs
(Goddard et al., 1987; L M Lichtenberger et al., 1995; Lenard M Lichtenberger et al.,
1995).

Um outro mecanismo, talvez o mais conhecido é a inibicAo da cascata
inflamatoria, via inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX) e, consequentemente, a
sintese de prostaglandina, que no estdmago inibe especificamente a prostaglandina
E2, responsavel pela via de sinalizagdo que dara origem a sintese de muco protetor
gastrico, ainda que o oxido nitrico possa aparecer com funcdo parcialmente

substitutiva a prostaglandinas gastroprotetoras (Brunton et al., 2012).
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As prostaglandinas sdo também potentes vasodilatadores e a sua inibicao
causa reducdo temporaria do diametro capilar e o ténus capilar. Sugere-se que
ocorra dano ao endotélio vascular como um evento precoce apos a administracao de
AINEs a animais experimentais (Rainsford, 1983; JOHN L Wallace et al., 1990). A
correlacdo entre o dano vascular nos vasos do trato gastrointestinal (TGI) e as
lesbes gastricas encontram uma ligacdo no evento posterior que €é a
isquemia/reperfusdo (D GRANGER et al, 1993), em que o0s neutréfilos
demonstraram desempenhar um papel critico como mediadores de lesdo endotelial
(Rainsford, 1983). Essa observacdo nos levou a examinar o possivel papel da
adeséao de neutrofilo na patogénese da gastropatia experimental por AINESs, os quais
ndo estdo associados a génese da lesdo, mas sdo responsaveis pela severidade
dela, j& que essas células sdo capazes de liberar proteases e espécies reativas de
oxigénio. Reside ai uma possivel explicacdo de o porqué de substancias
antioxidantes, como a curcumina, serem capazes de proteger a mucosa gastrica de

lesGes induzidas por radicais livres.

Duas possiveis solucdes para esta limitacdo sdo o desenvolvimento de novos
AINES, o qual é custoso e leva tempo, e o uso de terapias profilaticas que evitem ou
amenizem este tipo de efeito, atuando como gastroprotetores (John L Wallace,
2000).

A segunda causa levantada, relacionada a lesbes g'stricas, tem associacao
com a infeccdo por H. pylori. Trata-se de uma das mais comuns infecgOes
bacterianas crénicas em humanos, causando doenc¢as secundarias como gastrite, a
gual sem o tratamento adequado pode progredir para Ulceras gastricas, duodenais e
cancer gastrico (den Hoed & Kuipers, 2020; Zagari et al., 2018). H.pylori € um bacilo
helicoidal, gram-negativo, com presenca de flagelos (JAWETZ & LEVINSON, 2005).

Por se tratar de um microrganismo altamente adaptado ao microambiente do
TGI humano, é capaz de promover lesées no epitélio gastrico por meio de diferentes
mecanismos. Uma caracteristica que marca a alta adaptacéo desta bactéria ao hostil
ambiente gastrico é a sua capacidade de produzir urease, enzima capaz de
promover a degradacdo da uréia produzindo dioxido de carbono e amonia,

alcalinizando assim o pH do meio que a bactéria se encontra, contribuindo para
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manutencdo de condi¢cdes 6timas para o seu desenvolvimento (Madigan et al.,
2016).

Desde 1997 estabeleceu-se, em consonancia com a Primeira Conferéncia de
Maastricht, 0 esquema terapéutico para o tratamento de infec¢cdes por H. pylori,
composto por trés farmacos, um inibidor de bomba de prétons (ex: omeprazol) e dois
antibioticos, a amoxicilina e claritromicina. Entretanto, a taxa de sucesso no
tratamento destas infecgfes situa-se em torno de 70% e, em alguns paises, abaixo
de 30%, taxas inferiores as estabelecidas pela OMS (Organizacdo mundial da
Saude) para uma doenca infecciosa (80%) (Gisbert et al., 2016), o que pode estar
relacionado, entre outros fatores, a resisténcia bacteriana aos antibidticos (Kim,
2015) e ao reduzido tempo de retencdo gastrica caracteristico das formulagfes

convencionais administradas por via oral.

Deste modo, a busca por novas alternativas terapéuticas e sistemas de
liberacdo inovadores se torna premente. Dentre 0s avangos no campo da
farmacotécnica e tecnologia farmacéutica, os sistemas gastrorretentivos podem ser
considerados como uma importante estratégia para otimizacdo do tratamento de

infeccdes no TGI relacionadas ou ndo ao H. pylori.

Sistemas gastrorretentivos sdo formas farmacéuticas orais de liberacao
prolongada que apresentam maior tempo de retencdo no estdbmago, promovendo o
aumento de absorcéo e biodisponilibilidade de farmacos, a adesédo ao tratamento e
reducdo da toxicidade (Rosen et al., 2017). A absorcdo de farmacos pelo TGI, bem
como a acao de farmacos que atuam localmente nesta regido, se torna por vezes
insatisfatoria devido as variacfes do tempo de retencdo (Nayak; Maji; Das, 2010).
Assim, formas farmacéuticas que permanecam por mais tempo no TGI tornam-se
vantajosas para veiculacdo de farmacos pouco solaveis, pois a medida que o
conteudo (fluido) gastrico saturado de farmaco € removido pelo esvaziamento
gastrico, o novo fluido pode acomodar ou dissolver novas moléculas de farmaco
presentes no medicamento, garantindo concentragbes constantes de farmaco no
orgao. Essas caracteristicas indicam que estes sistemas se apresentam como uma
opcédo viavel para o tratamento de Ulceras géstricas, condicdo que demanda acdo
local dos farmacos e, portanto, quanto maior o tempo de permanéncia do farmaco no

local, maior a efetividade do tratamento.
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Diferentes tipos de sistemas gastrorretentivos podem ser obtidos alterando-se

0S mecanismos de gastrorretencdo, como apresentado no Quadro 1.

QUADRO 1. TIPOS DE SISTEMAS GASTRORRETENTIVOS E SUAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS.

Sistema

Caracteristicas

Alta densidade

Pode ser obtido por revestimento do farmaco ou mistura com mate
inerte de alta densidade, de modo que apresenta densidade ~
g/cm3.A elevada densidade forma um sedimento de longa duragédo

estbmago.

Baixa densidade

Possuem capacidade de flutuar no conteddo gastrico, liberandog
farmaco por mais tempo. A sua baixa densidade deve-se a capacide
de aprisionar ar nos seus NUMerosos poros e/ou apresentar em ¢

constituicdo materiais de baixa densidade.

Mucoadesivo | Estabelecem um contato intimo com a mucosa gastrica, aumentandc
tempo de residéncia nesse 6rgao
Magnéticos Campo magnético aplicado externamente aumenta tempo de retencao

sistema no estdmago devido associacdo com particulas magnéticas.

Fonte:(Chugh & Nanda, 2017; Nayak, A.K.; Maji, R.; Das, 2010; Rosen et al., 2017)

Dentre estes, destacam-se 0s sistemas mucoadesivos. Os sistemas
mucoadesivos caracterizam-se por aderirem a mucosa gastrica aumentando assim o
tempo de retencdo no TGI, permitindo que os farmacos possam agir localmente e
que se dissolvam ou se dispersem em maior extensao nos fluidos gastricos. (Moura
et al.,, 2019). Fisico-quimicamente, a adesdo pode ser explicada como produto,
inicialmente da molhabilidade e difusibilidade das cadeias poliméricas para o0 muco
contendo mucina, nos qual essas cadeias poliméricas podem interagir por meio de
interacOes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e ligacbes de hidrogénio com o
muco, completando o evento de adesdo (Chugh & Nanda, 2017; de Souza et al.,
2020; A. Kumar et al., 2015; Nayak, A.K.; Maji, R.; Das, 2010; Rosen et al., 2017)

Estes sistemas podem ser formulados utilizando polimeros ou combinacao de

polimeros como carbopol, quitosana, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) dentre
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outros (Chugh & Nanda, 2017). Segundo Nayak et. al. (2009), alguns polimeros,
como o HPMC, ainda podem gerar sistemas altamente porosos que, quando

hidratados, formam uma barreira gel coesiva, prolongando o seu perfil de liberagéo.

E importante ressaltar que o muco, gragas a mucina, assim como as células
do epitélio gastrico, apresentam carga elétrica negativa (Varum et al., 2008), de
maneira que a aplicacdo da quitosana (Figura-1) torna-se possivel, ja que este
biopolimero torna-se policatibnico em meios &cidos, condicdo fundamental para sua
dispersdo no meio e posterior exibicdo de propriedades mucoadesivas quando em
contato com superficies carregadas negativamente (Chatelet, 2001), como € o caso

da mucina e do ambiente gastrico (pH<2).
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FIGURA 1. REPRESENTACAO DA ESTRUTURA MOLECULAR DA QUITOSANA

Fonte: (Teng, 2011)

A quitosana (QS) é o segundo polissacarideo mais disponivel na natureza,
sendo superado apenas pela celulose (Hamed et al., 2016; Revathi et al., 2012). E
formada por unidades de N-acetil-D-Glicosamina e D-Glicosamina, obtida a partir da
desacetilacdo de mais de 50% dos grupos acetamido presentes na molécula da
quitina, obtida majoritariamente a partir de exoesqueletos de crustaceos. Apresenta
baixa toxicidade, € biocompativel e biodegradavel (Robert et al., 1992). QS de
elevado grau de desacetilacdo apresentam propriedades mucoadesivas,
antioxidante, antibacteriana, formadora de filmes e antidislipidemiante (Zorofchian
Moghadamtousi et al., 2014), além de serem capazes de liberar farmacos em meios
acidos, devido a protonacgéo das suas cadeias e a consequente dispersdo (de Souza
et al., 2020).

Desse modo, a aplicacdo da QS combinada com um outro polimero que
confira diferentes caracteristicas a forma farmacéutica, como é o0 caso da
hidroxipropilmetilceulose (HMPC), torna inovador o desenvolvimento de sistemas
farmacéuticos mucoadesivos, de liberacdo controlada e especificamente dirigidos,

hY

emergindo como uma opcao viavel, gracas a versatilidade técnico-funcional de
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ambas as moléculas, como: capacidade espessante com aplicacdo na industria de
alimentos e farmacéutica, estabilidade em pH baixo (meio gastrico) e capacidade de
formar géis (Huichao et al., 2014; M. N. V. R. Kumar, 2000; Salvador, 2017; Teng,
2011).

A HPMC, apresentada na Figura 2, € um éter de celulose dispersivel em
agua, portanto um hidrocoloide (Osorio et al., 2011). A HPMC € um polimero com
notavel aplicacdo no desenvolvimento de sistemas gastrorretentivos, sendo também
capaz de formar poros na estrutura que esta contida (Auriemma et al., 2018).
Comumente, este polimero é misturado com farmacos em cépsulas
hidrodinamicamente balanceadas. O involucro da capsula se dissolve em contato
com a agua e a mistura intumesce formando uma camada gelatinosa espessa
(Nayak et al., 2010).

Os referidos sistemas gastrorretentivos desenvolvidos a partir de QS e HPMC
devem veicular e liberar eficientemente no estbmago uma molécula que apresente
notavel acdo farmacologica contra Uulceras, como é o caso da curcumina

apresentada na Figura 3.

lro 0 7 H{CO X y OCHs
z O
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FIGURA 2. ESTRUTURAS MOLECULARES A) HIDROXIPROPILMETILCELULOSE E B) CURCUMINA.

Fonte:(Sharma et al., 2005; Wypych, 2012)

A curcumina € um composto polifendlico de baixa massa molar (367,37 g.mol
1) encontrado no rizoma da planta Curcuma longa Linn, um vegetal de origem
indiana. A curcumina é uma dicetona que existe em equilibrio ceto-endlico com seu
tautbmero, oficialmente denominada de (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-

heptadieno-3,5-diona (Sharma et al., 2005). Diversos estudos investigaram e
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comprovaram uma vasta gama de atividades biologicas relacionadas com a
curcumina: antioxidante, anti-inflamatoria, anticancer, antiparasitaria, antiviral,
tratamento de Alzheimer e agédo anti-H.pylori (SHARMA; GESCHER; STEWARD,
2005; ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014). Em uma busca realizada na
base de dados google académico, utilizando o termo antiulcer curcumin, foram
encontradas 1160 publicacfes entre os anos de 2020 e 2021. Uma busca refinada
pelo numero de citacBes, o trabalho realizado por (Chattopadhyay et al., 2004)

reforga sua agéo antiulcera.

De et al. (2009) demonstraram que a curcumina dissolvida em dimetilsulfoxido
(DMSO) pode erradicar a infeccdo por H. pylori, em ratos, apds tratamento por 7
dias, mesmo das cepas resistentes ao tratamento convencional, sem apresentar
evidéncias de toxicidade para os animais. Adicionalmente, analises histologicas
mostraram que a curcumina também exibiu acdo no reparo do tecido lesado e
elevada acdo antiinflamatoria, relacionada a cicatrizacdo da ulcera. Contudo, o
mesmo estudo evidenciou a necessidade de elevadas concentracdes do ativo
natural para inibicdo destes microrganismos, fato relacionado a baixa disponibilidade
da molécula gracas a reduzida solubilidade em agua e ao pouco tempo de contato
na regiao devido as variacdes no tempo de retencao gastrica, condi¢cdes que podem
ser contornadas com o0 uso de sistemas gastrorretentivos. Associado aos sitemas
gastrorretentivos surge a possibilidade de conjugacdo da molecula de curcumina
com a quitosana objetivando o aumento da solubilidade desta biomolécula

melhorando ainda mais a eficiéncia das microparticulas (Saranya et al., 2018)

Dada a relevancia cientifica e epidemiolégica dos impactos dessa infecgcéo e
das suas repercussdes patoldgicas (gastrite, Ulceras e cancer gastrico), o
desenvolvimento de microparticulas gastrorretentivas mucoadesivas, contendo
curcumina, obtidas por meio da reticulacédo por TPP, quitosana e HPMC, representa
uma importante estratégia tecnoldgica para o tratamento de doengas gastricas.
Espera-se que nestes sistemas, o contato entre a superficie da mucosa gastrica,
negativamente carregada, e a quitosana (policatibnica) e o HPMC hidratado,
favorecerdo a interacdo entre ambas as superficies garantindo a adesédo da

microparticula & mucosa gastrica, em que o farmaco sera liberado.
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Em face ao exposto, sistemas gastrorretentivos baseados em QS e HPMC
contendo curcumina devem representar uma importante plataforma tecnoldgica para
o tratamento de lesBes géastricas. O desenvolvimento e estudo deste sistema
liberacdo farmacéutica pode servir de base para a veiculacdo de outras moléculas
com objetivo de tratar diversas doencas principalmente do TGI, mas nao

exclusivamente destes 6rgaos.

1.2.  Curcumina
Classificado como um composto difendlico, apresenta na sua estrutura

molecular trés grupos quimicos: dois sistemas de anéis aromaticos contendo grupos
o-metoxifendlicos, conectados por um ligante de sete carbonos que consiste em um
a,B-insaturado com uma porcdo B-dicetona. O momento dipolar calculado da
curcumina no estado fundamental € 10,77 D. E uma molécula hidrofébica com um
valor logP de ~ 3,0. E quase insollivel em agua e prontamente sollvel em solventes
polares como DMSO, metanol, etanol, acetonitrila, cloroférmio, acetato de etila, etc.
E moderadamente sollivel em ciclohexano e hexano. O espectro de absorc¢do da
curcumina possui duas fortes bandas de absorcdo, uma na regido do visivel com
maximo variando de 410 a 430 nm e outra banda na regido do UV com maximo na
regido de 265 nm. O coeficiente de extingdo molar da curcumina em metanol é
55.000 dm3:mol ~-cm~'a 425 nm. A curcumina é um &cido de Brénsted fraco, com
trés prétons labeis e, consequentemente, trés pKas foram estimados
correspondendo a trés equilibrios prototrépicos (Priyadarsini, 2014)

A curcumina existe em meios liquidos, em equilibrio entre as formas ceto e
endlica, sendo que em solugcdo predomina a forma endlica, podendo ser degradada
em meios aquosos com pH alcalinos. Ambos NMR e espectrometria de absorcdo
foram usados para estimar o pKa. O primeiro pKa na faixa de pH de 7,5 a 8,5 muda
a curcumina de amarelo para vermelho.

A reatividade quimica e solubilidade da curcumina anidnica, ou seja, na faixa
de pH bésico, aumenta e esta forma de curcumina € mais solavel em agua do que a
forma neutra (Priyadarsini, 2014).

Tem sido usada por séculos no oriente devido as suas propriedades
farmacolégicas e é também utilizada como corante alimenticio. As principais

alegacbes farmacoldgicas da curcumina estdo relacionadas aos efeitos
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antioxidantes, antiinflamatorios, antiapoptoticos, altiulcera anticancer(Chattopadhyay
et al., 2004).

Apesar de exibir grande biofuncionalidade, a biodisponibilidade oral da
curcumina é considerada muito baixa, principalmente devido & ma absor¢do e
metabolismo intestinal e hepatico rapido / extenso, embora o metabolismo intestinal
possa ser maior que o hepatico em humanos (Anand et al., 2007; Yang et al., 2008;
Ireson et al., 2002). A curcumina é classificada como uma molécula de classe IV do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica com base na sua fraca solubilidade
aquosa (11 ng / ml em tampao aquoso pH 5) e permeabilidade através das células
epiteliais intestinais (12-14) (John et al., 2013). Mesmo com doses muito grandes (ou
seja, varias quantidades de gramas), 0s niveis séricos de curcumina tém
frequentemente estado abaixo dos limites de deteccéo, portanto, o calculo de muitas
propriedades farmacocinéticas em humanos permaneceu dificii e dados
farmacocinéticos muito limitados estdo disponiveis para humanos (Anand et al.,
2007; Vareed et al., 2008). No entanto, alguns dados farmacocinéticos foram
coletados para os metabdlitos conjugados da curcumina (Vareed et al., 2008)

A degradacao da curcumina é favorecida, em meios liquidos, a medida que o
pH aumenta e em presenca de luz solar. O principal grupo alvo da degradacéo da
curcumina é a regido diceto. Apesar de a literatura mostrar que a taxa com gue essa
degradacdo ocorre é elevada (90% em 30 min), algumas condi¢cdes devem ser
levadas em consideracdo. A medida que a concentracdo da curcumina no meio
aumenta, essa taxa torna-se consideravelmente reduzida com a associacdo da
curcumina a lipidios, lipossomas, albuminas, ciclodextrina, cucurbiturilo, tensoativos,
polimeros e muitos outros sistemas macromoleculares e micro-heterogéneos.
Entretanto, a fotodegradacdo da curcumina leva a formacédo de compostos como:
strans-6(4'-hydroxy-3'-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal, aldeido ferulico, &cido
ferdlico, feruloilmetano e vanilina, que também apresentam atividade biolégica
(Priyadarsini, 2014; Vareed et al., 2008).

Apesar das suas propriedades biologicas, a curcumina é uma molécula
bastante instdvel em certas condicfes. A degradacdo sofrida por fotélise € mais
problemética e pode levar a uma elevada degradagdo da curcumina, sendo

necessario protegé-la da luz. Os produtos de degradacéo iniciais séo formados apés
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5 minutos e o padrdo cromatografico obtido apés 28 h em pH 8,5 é representativo
para a degradacao alcalina (Tgnnesen & Karlsen, 1985)

A curcumina pode sofrer reacdes reversiveis e irreversiveis, impactando
diretamente sobre as suas propriedades bioldégicas. Também é instavel, sofrendo
fotélise e degradacdo em meios alcalinos. Em pH <1, as solu¢cdes aquosas de
diferuloilmetano apresentam uma cor vermelha que indica a forma protonada (H4A
+). Na faixa de pH de 1-7, a maioria das espécies de diferuloilmetano esta na forma
neutra (H3A). A solubilidade em agua € muito baixa nesta faixa de pH e as solucées
sdo amarelas. Em pH> 7,5, a cor muda para vermelho. Os valores de pKa para a
dissociacao dos trés protons acidos no composto 1 (formas H2A-, HA2- e A3-) foram
determinados como sendo 7,8, 8,5 e 9,0, respectivamente (Tgnnesen & Karlsen,
1985)

Os principais componentes da coloracdo da curcumina ndo sao
particularmente estaveis a luz, especialmente em solucdes. Apos a fotoirradiacédo do
composto, um produto de ciclizagdo foi detectado, bem como produtos de
decomposicdo, como &cido vanilico, vanilina e acido ferulico (Sasaki et al, 1998).
Deste modo, quando se objetiva desenvolver formulacdes veiculando curcumina, tais
sistemas devem ser projetados para maximizar a sua solubilidade e permeabilidade,
bem como atentar-se com a sua instabilidade diante da luz e de valores de pH

alcalinos.
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1.3.  Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
A celulose é o polissacarideo mais disponivel na natureza e apresenta uma

vasta gama de aplicacdes nos mais diversos campos.

Apesar da sua grande versatilidade, esbarra na limitacdo de que ndo se
dispersa em agua. Assim, muitas modificacdes em sua estrutura foram realizadas
com intencao de se obter derivados sollUveis em agua, bem como com propriedades
fisico-quimicas diferentes do biopolimero original (Sarode et al., 2013).

A celulose e seus derivados sao conhecidos por apresentarem propriedades
de mucoadesdo. S&do usados em varios tipos dessas formulacdes, tais como
formulagcbes bucais, oculares, vaginais, nasais e transdérmicas, sozinhas ou com
combinacéo de outros polimeros (Al-Ani et al., 2019). Os éteres de celulose usados
mais recentemente em sistemas mucoadesivos incluem éteres de celulose néo
iGnicos, tais como etilcelulose (EC), hidroxietilcelulose, hidroxipropilcelulose (HPC),
metilcelulose (MC), carboximetilcelulose (CMC) ou hidroxilpropilmetilcelulose
(HPMC). Dentre tantas modificagdes que outrora apresenta grande aplicabilidade na
area farmacéutica destaca-se a HPMC (Knopp et al., 2016).

HPMC pode apresentar fungbes diferentes em formulagbes, dentre elas
agente dispersante, emulsificante, espumante, solubilizante, estabilizador, agente
suspensor (0,25-5%) e espessante (0,25-5%). Além disso, HPMC pode ser aplicado
como um agente de liberacdo controlada e de liberacdo sustentada (Chadha &
Bhandari, 2014).

7

HPMC, ou comercialmente conhecido como Hipromelose® é um derivado
semissintético da celulose, classificado na familia dos eter substituidos da celulose.
Pode ser classificado de acordo com o grau de substituicdo em relacdo aos grupos
metil (MS) e grupos hidroxipropil (DS). A nomenclatura dos diferentes HPMC é
comumente informativa quanto ao seu grau de substituicdo, utilizando-se quatro
digitos ap6s o seu nome, os dois primeiros digitos sdo para designar o percentual de
grupos metoxil (OCHs) e os dois segundos representam o percentual de grupos
hidroxipropil (OCH2CH(OH)CHs), assim: hipromelose 2208, hipromelose 2906, e
hipromelose 2910. Essas variacdes nos grau de substituicdo e de massa molecular

impactam diretamente sobre as propriedades de dispersibilidade, temperatura de
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geleificacdo térmica em solugcdo aquosa, intumescimento, difusdo e taxa de

liberacdo do farmaco (Wypych, 2012).

HPMC é um material de matriz amplamente utilizado em sistemas de
administracdo oral controlada e as matrizes de HPMC mostram padréo de liberacéo
sustentada por dois mecanismos, isto €, difusdo e erosdo da camada de gel.
(Siepmann et al., 1999)

Os polimeros HPMC para a fabricacédo de sistemas de matriz hidrofilica estéo
disponiveis em varios graus de viscosidade que variam de 4000-100.000 mPa s. A
viscosidade do polimero afeta a via de difusdo. HPMC pode ser empregado como
uma matriz para controlar a liberacdo de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos. Esta
sendo usado em comprimidos bucais de pentazocina e sistemas gastrorretentivos e

sistemas de liberacéo colon-especificas (Al-Tabakha, 2010; Caraballo, 2010).

HPMC também ¢é amplamente utilizado em formas farmacéuticas orais
sélidas, como aglutinante, em revestimento de filme e como matriz de liberacdo
controlada.(Aulton & Taylor, 2017). Muitas vezes € o polimero de escolha na
preparacdo de comprimidos de matriz hidrofilica devido a sua rapida formagéo de
uma camada de gel forte e viscosa, que protege a matriz da desintegracdo e

controla a taxa de liberacdo do medicamento.

1.4. Quitosana
A quitosana € um aminopolissacarideo, comercialmente obtido pela

desacetilacdo da quitina. Ainda que a maior parte da quitosana utilizada seja
derivada de uma reacdo de desacetilacdo de um polissacarideo precursor, a
quitosana € um biopolimero e nao deve ser classificada como um material
semissintético, visto que é também encontrada em algumas espécies de leveduras e
fungos filamentosos que contém complexos de glucana com quitina ou quitosana em
suas paredes celulares e septos (Kumari & Kishor, 2020; Muzzarelli et al., 2012).

Estruturalmente, a quitosana é formada por unidades de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina, a primeira em menor nimero do que a segunda,
ligadas por ligacdes glicosidicas (Ferreira et al., 2020).

Do ponto de vista fisico-quimico, as propriedades da quitosana sao regidas,

majoritariamente, pelo tamanho e a proporcao das unidades monomeéricas presentes

25



na cadeia deste biopolimero. Segundo Rinaudo (2006), relaciona-se trés parametros
como fundamentais a se considerar quando se deseja entender o comportamento da
quitosana. O primeiro é a massa molecular (Mw), que esta relacionada diretamente
ao tamanho da cadeia polimérica e o segundo é o grau de desacetilagdo (GD), que
se relaciona com a propor¢cao dos grupos amina em relacdo aos grupos acetamida.
A terceira propriedade é derivada das duas anteriores, que € a sua solubilidade em
meio aquoso apenas quando estdo acidificados (Rinaudo, 2006).

Devido a elevada presenca de grupos amino na sua estrutura molecular, a
quitosana comporta-se como uma base fraca (pKa<6,5), em meios aquosos
acidificados, sendo capaz de atuar como um aceptor de préotons (H*). Quando
protonados, 0s grupos amino exibem elevada densidade de cargas elétricas
positivas. Isso promove uma repulsdo eletrostatica entre as cadeias antes
associadas por meio de ligacdes de hidrogénio intermoleculares e as unidades
monomeéricas dentro da mesma cadeia, sem que ocorra rompimento das ligacées
glicosidicas. A reducdo do numero de interacdes inter- e intracadeias, por meio da
ligagdo de hidrogénio, favorece um estado de maior liberdade configuracional da
cadeia polimérica no meio, bem como de liberdade conformacional dos grupos
guimicos laterais e unidades monomeéricas, favorecendo o estabelecimento de novas
ligacbes de hidrogénio e interacfes do tipo ion-dipolo com as moléculas de agua da
sua vizinhanca, culminando em ultima instancia na disperséo e distensédo da cadeia
polimérica no meio. (Shariatinia, 2019)

A quitosana, além de ser um polimero de natureza catibnica, é também
atoxica, biocompativel, biodegradavel e apresenta uma vasta gama de atividades
biolégicas, dentre elas mucoadesivas, hemocompativeis, biodegradaveis,
apresentando propriedades antitumorais, antioxidantes e antimicrobianas. Além das
propriedades biolégicas, a quitosana € um biopolimero com grande aplicabilidade
tecnoldgica, sendo amplamente utilizada como adjuvante no tratamento de agua,
clarificante de bebidas, excelente scaffolds de polimero em virtude de propriedades
como alta porosidade, distribuicdo de tamanho de poro apropriada, alta area de
superficie, ndo toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e integridade
estrutural com propriedades mecéanicas adequadas. Quitina e seus derivados
também tém sido usados para tratamento de queimaduras e curativos devido as

suas propriedades Unicas, como resisténcia, biocompatibilidade e permeabilidade ao
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oxigénio e dentro do campo farmacotécnico a quitosana se destaca como um
precioso polimero usado para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos.

A liberacdo controlada de farmacos € uma estratégia bastante interessante
para regular a taxa de liberacdo e, portanto, aumentar a eficiéncia, seguranca e
qualidade dos medicamentos. Adicionalmente, € uma estratégia (til para a
veiculagdo de farmacos pouco solluveis. Véarios polimeros degradaveis naturais e
sintéticos sdo usados para atingir este proposito (Ghadi & Dand, 2017)

A quitosana, sendo um polimero nao absorvivel e ndo toxico, pode ser usada
para encapsulacdo de farmacos isoladamente ou pode ser pode ser associada
covalentemente ou ndo com outros polimeros, e assim alcancar diferentes perfis de
liberacdo. Além disso, a quitosana também é favorecida na distribuicdo de
medicamentos por causa das propriedades antillcera e antiacida, que ajudam na
prevencdo da irritacdo por medicamentos (Ito et al., 2000). O DA e o peso molecular
da quitosana influenciam a hidrofobicidade e solubilidade e, portanto, sédo capazes
de afetar a encapsulagéo do farmaco (Bozkir & Saka, 2004). A quitosana pode ser
modificada de forma diferente para torna-la um veiculo de entrega de farmacos mais

eficiente, como a quitosana carregada com 5-fluorouracila (Santos, 2019).

1.5.  Microparticulas poliméricas como sistema de entrega de farmacos.
Os polimeros apresentam uma vasta gama de propriedades tecnoldgicas.

Nesse cenario, biopolimeros como o HPMC e a quitosana tém sido exaustivamente
estudados como polimeros formadores de sistemas de entrega de farmacos, devido
as suas propriedades fisico-quimicas e em certo ponto biolégicas.

O avanco da tecnologia farmacéutica e da quimica supramolecular tornou
possivel contornar situacdes probleméticas, que até meados dos anos 70 eram
impossiveis com 0s sistemas farmacéuticos convencionais. O advento dos sistemas
de liberacdo vetorizados, capazes de liberar os farmacos em condigbes ambientais
especificas, tornou possivel delinear e projetar formas farmacéuticas capazes de
serem efetivas e proporcionar tratamentos cada vez mais especificos (Benita, 2005).

Um exemplo dessa revolucdo é o caso de tratamento de doencas ou
condicdes patoldgicas que afetam 6rgdos especificos de maneira localizada, como é

o caso de lesdbes em mucosas, € em alguns 6rgdos como gastrites e Ulceras
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estomacais. Essas condicfes atualmente podem ser tratadas localmente sem
necessidade do uso de medicamentos sistémicos, evitando efeitos adversos ou
colaterais. Tratamentos direcionados a doengas do estbmago ainda € problematico,
pelo curto tempo de esvaziamento gastrico, demandando uma forma farmacéutica
gue possa permanecer neste O0rgado por tempo suficiente para atuar localmente.
Adicionalmente o uso de farmacos de baixa solubilidade ainda € uma problematica a
ser contornada nesse caso (Hou et al., 2014).

Para contornar essas limitac6es, o uso de microparticulas € uma importante
estratégia a ser explorada. As microparticulas sé@o versateis e dependendo da
formulacéo, elas podem ser incorporadas em diferentes formas farmacéuticas como
sélidos (capsulas, comprimidos, sachés), semissolidos (géis, cremes, pastas) ou
liquidos (solugBes, suspensdes, e até parenterais). (de Souza et al., 2020; de Souza
Soares et al., 2019; Ferreira et al., 2020)

As microparticulas estdo geralmente na faixa de tamanho de 1 a 1000 mm,
servem como sistemas de liberagcdo de farmacos multiunidades com beneficios
fisiolégicos e farmacocinéticos bem definidos, a fim de melhorar a efetividade,
seguranca e qualidade (M. P. Desai et al., 1996; Gupta et al., 2012; McClements,
2018).

Alguns parametros relacionados as microparticulas sdo considerados como
parametros criticos de qualidade e devem ser conhecidos e priorizados quando se
pensa em caracterizar uma microparticula. O tamanho da particula e a sua
esfericidade estdo relacionados, sobretudo, a area de contato disponivel e a
reprodutibilidade do processo de liberacdo. Com relacdo ao tamanho, as MPs acima
de 100 pum apresentam-se vantajosas diante das nanoparticulas, por ndo serem
capazes de atravessar barreiras bioldgicas, sendo deste modo menos téxicas e
podendo atuar localmente. Em alguns casos em que as particulas obtidas
apresentam tamanho de 1-10 ym, o tamanho influencia diretamente sobre a
biodisponibilidade, sendo ligada a internalizacéo através dos enterocitos evitando o
metabolismo de primeira passagem (Desai et al., 1996; Eldridge et al., 1989). Para
formas farmacéuticas projetadas para acao local no estémago, o reduzido tamanho
pode ser benéfico para 0 caso desses sistemas poderem se alojar nos espagos das

vilosidades estomacais e penetrar no muco (Lengyel et al., 2019).
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As MPs podem apresentar-se de diversos tipos, como microcapsulas e
microesferas. Uma estrutura classica de microesferas contém o farmaco solido ou
liquido disperso ou dissolvido em uma matriz polimérica (McClements, 2018).

As microcapsulas sdo reservatérios de tamanho micrométrico, cercados por
uma parede que € capaz de controlar a liberacdo do reservatorio (Wong et al., 2018)

As microparticulas poliméricas apresentam geralmente mecanismo de
liberacdo mediado pela difusdo do farmaco pela rede polimérica ou através dos
poros preenchidos com fluido. Para o caso dos farmacos solUveis em agua, além
destes mecanismos, é possivel que essas moléculas se dissolvam nas redes de
poros aquosos. A absorcdo de liquido faz com que as cadeias de polimero
intumescam, indicando a formacdo de novos poros e / ou aumentando a pressao
osmotica. Durante o intumescimento, o volume aumenta, a difusdo do farmaco é
aumentada e mais moléculas de farmaco migram para a fase liquida. Outro
mecanismo possivel € a erosdo da matriz de polimero, liberando pedacos da forma
farmacéutica no local (desintegracao)(Siepmann et al., 1999; Siepmann & Peppas,
2012; Streubel et al., 2006).

Alguns dos meétodos utilizados para a producdo das MPs é a geleificacao
ionotropica e a liofilizac&o. A liofilizacdo € usada com sucesso na microencapsulagéo
de farmacos termoldbeis. O processo consiste no congelamento, sublimacao,
secagem primaria e secagem secundaria. O processo promove a solidificacdo que
entdo permite que as particulas sejam reconstituidas e facilmente reidratadas em
uma solucdo aquosa e em muitos casos também promove a amorfizacdo do farmaco
(Jennings, 1999; Schwegman et al., 2005).

A geleificacdo ionotrépica € um processo fisico-quimico que envolve a
interacao entre um polieletrdlito (quitosana) e um agente reticulante de carga oposta
(tripolifosfato - TPP). E uma técnica utlizada para a producdo de sistemas
poliméricos multi-unidades. Tais sistemas apresentam-se como esferas, e sao
caracterizados por um diametro que pode variar entre alguns um e alguns mm. A
possibilidade de usar polimeros carregados eletricamente como quitosana, para
forma a rede gel, e poder pode aprisionar e/ou interagir com outros polimeros como
a HPMC, bem como aprisionar farmacos na estrutura do gel, abre precedentes para

o desenvolvimento de formas farmacéuticas com propriedades que auxiliam a sua
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permanéncia no local de acdo (mucoadesédo), bem como alterar o perfil de liberacéo
do farmaco (Joshi, 2011).

Deste modo, o uso de sistemas farmacéuticos de liberagdo controlada,
capazes de aderir a mucosa gastrica, capazes manter uma liberacdo de farmaco a
uma taxa menor, constante e continua, € uma alternativa a ser explorada e
aprimorada.

Como j& foi mencionado, alguns polimeros apresentam capacidade de aderir
as mucosas, sendo chamados mucoadesivos. A quitosana e o HPMC séo polimeros
adesivos e a quitosana, por se dispersar apenas em meios acidos, como é o caso do
ambiente gastrico, € capaz de proteger o farmaco em meios néo acidos, liberando-o

apenas em condic¢des acidas.

1.6. Quality by design (QbD)
O uso de ferramentas que promovam o desenvolvimento racional de um

medicamento ja € uma preocupacdo por parte dos 6rgdos sanitarios internacionais,
como o Food and Drug Administration (FDA). O uso de QbD permite o completo
conhecimento acerca de como as variaveis de sintese e de producdo impactam
sobre as caracteristicas de qualidade do produto, garantindo medicamentos
seguros, eficientes e de qualidade. Trata-se de uma abordagem sistematica do
desenvolvimento, que inicia com objetivos pré-definidos e da énfase a compreenséao
do produto e do processo e ao controle deste, com base na ciéncia e no

gerenciamento de riscos de qualidade (Guideline & others, 2009).

Segundo as normas do ICH 8 (R2), para o desenvolvimento de um novo

produto baseado em QbD alguns parametros minimos devem ser observados:

- Definir o perfil de qualidade do produto alvo (PQPA) no que se refere a
qualidade, seguranca e eficacia, considerando, por exemplo, a via de administracéo,

forma de dosagem, biodisponibilidade e estabilidade;

- Identificar potenciais atributos criticos de qualidadel (ACQ) do
medicamento, de forma que as caracteristicas do produto com impacto na qualidade

do produto possam ser estudadas e controladas;
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- Determinar os atributos criticos de qualidade da substancia medicamentosa,
excipientes, e selecionar o tipo e a quantidade de excipientes para fornecer o

medicamento com a qualidade ou propriedade desejada,;
- Selecionar o processo de fabricacdo adequado;
- Definir uma estratégia de controle.

Uma estratégia viavel para lancar mao da abordagem quality by design para
desenvolvimento de novos produtos é atentar-se a cinco aspectos importantes: a
escolha adequada de projetos experimentais, otimizacdo precisa com auxilio de
computador, desenvolvimento meticuloso de produtos farmacéuticos, definicao
precisa do espaco de design e controle, identificacdo de atributos criticos de
qualidade/ variaveis resposta (CQASs), atributos criticos de formulacdo (CFAs) e
parametros criticos de processo (CPPs) (Soni et al., 2020).

Um parametro critico de processo € aquele cuja variabilidade tem impacto em
um atributo critico de qualidade e, portanto, deve ser monitorado ou controlado para
garantir que o processo produza a qualidade desejada. Atributo critico da qualidade
€ uma propriedade ou caracteristica fisica, quimica, biolégica ou microbiolégica que
deve estar dentro de um limite, faixa ou distribuicdo apropriada para garantir a

qualidade desejada do produto (Guideline & others, 2009)

A observancia a estes elementos permite a compreensao de todo 0 processo
produtivo e os impactos sobre a qualidade final do produto obtido. A compreensao
técnica do processo reduz as variabilidades no desempenho, torna mais facil a
resolucdo de problemas e possibilita a realizacdo de alteragbes no processo dentro
de um espaco de trabalho definido sem alteracfes indesejadas na performance do

sistema farmacéutico desenvolvido.

A nocdo de espaco de trabalho introduzida pelo desenvolvimento
farmacotécnico envolvendo a abordagem QbD, vem de um conceito importante, que
€ o de espaco de design. O espaco de design € a combinacdo multidimensional e
interacédo de variaveis de entrada (por exemplo, atributos de materiais) e parametros
de processo que foram demonstrados para fornecer garantia de qualidade.

Trabalhar dentro do espagco de design ndo € considerado uma mudanca. O

movimento para fora do espago de design é considerado uma mudanca e
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normalmente iniciaria um processo de mudanca pés-aprovacgao regulatoria(Guideline
& others, 2009).

Para a determinacdo do espaco de design e parametros criticos de producéo
e materiais, a abordagem QbD utiliza ferramentas estatisticas como design de
experimentos - DoE (Robinson, 2010; Togkalidou et al., 2001). Trata-se de uma
importante ferramenta para a quantificacdo do efeito das variaveis de entrada sobre
o produto sendo uma eficiente estratégia para o planejamento e desenvolvimento de

sistemas farmacéuticos, de modo racional e sistematizado.

Com o uso dessa valiosa ferramenta estatistica € possivel avaliar todos 0s
fatores envolvidos no processo simultaneamente, de forma sistemética e rapida. Seu
uso demanda a aplicacdo de estatistica experimental, geracdo de equacbes
matematicas e resultados graficos, retratando um quadro completo de variacdo de
resposta (s) em funcdo do (s) fator (es) e com a analise adequada traz informacdes
acerca das melhores condi¢cdes de um processo, método e produto. Os primeiro
estudos utilizando planejamento estatistico para obtencdo de sistemas
farmacéuticos datam de 1967 (B. Singh et al., 2005). A sua aplicacdo na industria
farmacéutica tem sido lenta, apesar de nos Uultimos anos ser estimulada e
recomendada pelo ICH, FDA e EMEA (B. Singh et al., 2011).

E importante salientar que o QbD pode ser aplicado a moléculas pequenas e
grandes, a substancias e medicamentos, a vacinas, a produtos combinados, a todo
ou partes de um processo, a hovos medicamentos ou a genéricos (Schlindwein &
Gibson, 2018). Deste modo, foram elencados os principais atributos criticos que
impactam sobre a formacéo e desempenho das MPs, como é mostrado no diagrama

mostrado no Anexo |, em materiais anexos.

Compreender a ciéncia que sustenta um produto e seus riscos associados
ajuda a priorizar o que € importante para a fabricacéo e, portanto, normalmente leva

a ganhos de eficiéncia e custo-beneficio.

32



2. Objetivos
Desenvolver microparticulas gastrorretentivas mucoadesivas, utilizando QS e

HPMC como matriz e curcumina como farmaco e avaliar sua performance in-vitro e

in-vivo em modelo de Ulcera gastrica.

2.1. Objetivos especificos.

Desenvolver e otimizar microparticulas gastrorretentivas por meio de
DoE e QBD, utilizando método de geleificacao ionotrépica da quitosana
contendo curcumina e HPMC, utilizando TPP como crosslinker;
Caracterizar as microparticulas quanto ao tamanho, forma, EE%,
capacidade de absorcao de liquidos;

Revalidar método analitico por HPLC para quantificar curcumina;
Avaliar a mucoadesividade das microparticulas in vitro;

Estudar o perfil de liberagcdo in vitro de curcumina a partir das
microparticulas;

Avaliar a atividade das microparticulas in vivo diante de modelo de

Ulcera.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Principais Materiais:

-Reagentes e Solventes
Quitosana (baixo e médio peso molecular) (Sigma-Aldrich)
Hidroxipropilmetilcelulose 2910 (HenriFarma)
Tipolifosfato de sddio (Synth)
Curcumina (Purifarma)
Acido acético (Synth)
Acido Cloridrico (Merck)
Tween 20 (Merck)
KBr (Synth)

Mucina (Sigma-Aldrich)

-Equipamentos e acessorios
Balanca Analitica (Ohaus-AS200)
Agitador Magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 7522)
Barra magnética p/ agitacao
Medidor de pH (Quimis Q-400M)
Balanca semi-analitica (Shimadzu, modelo AW220);
Agulha sem bisel
Seringa descartavel
Funil de porcelana

Bomba de vacuo



Kitassato

Calorimetro Exploratorio Diferencial (Mettler Toledo®)

Estufa modelo 702.780 (Quimis®, Brasil);

Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (Perkin Elmer, Brasil);
Coluna Zorbax C18 250 mm x 4.6mm, 5um (Phenomenex, EUA);
Celular Iphone SE

Régua plastica

Placa de Pétri

Garra com suporte suspenso

Microscopio eletronico de varredura

Gral e pistilo de Agata

Pastilhador

Texturbmetro (TA-XT2i Stable MicroSystems)
Espectrofotometro FT-IR (Bruker)

Difratdmetro de raios X Siemens®, modelo D5000

Dissolutor Hanson Research modelo New Hanson SR-8 Plus utilizando hastes

com cestos (Aparattus |);

Filtros de PTFE 45 pum (Sigma-Aldrich)

Dispositivo de Enslin

3.2. Obtencdo das MPs

3.2.1. Determinacédo da condicédo de obtencédo das MPs

Dispersdes poliméricas foram obtidas por meio da dispersao das massas de

polimero mostradas na Tabela 1 em 20mL de solucdo aquosa (para HPMC) ou de

acido aceético (2%) (para quitosana). Ambos 0s sistemas permaneceram sob

agitacdo em temperatura ambiente por pelo menos 4h. ApGds completa disperséo, as

dispersées foram misturadas na proporcdo de 1:1 v/v, totalizando 40 mL de
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dispersdo polimérica mista com concentracdo acida de 1%, e as concentracdes

poliméricas sendo reduzidas a metade da concentracao inicial.

TABELA 1. RELACAO DOS VALORES OBTIDOS PARA DESENVOLVIMENTO DAS MPS, UTILIZANDO PLANEJAMENTO
FATORIAL.

Sistemas Quitosana HPMC
(m.v1)* (m.v1)*
S1 0,30 0,15
S2 0,60 0,45
S3 0,30 0,45
S4 0,60 0,15
S5 0,45 0,30
S6 0,60 0,30

(m.v!) corresponde ao g. em 20 mL

Quarenta mililitros das dispersfes de S1 a S6 contendo os polimeros foram
preparadas separadamente e permaneceram sob agitacdo em temperatura ambiente
por pelo menos 24 h. Decorrido este tempo as dispersdes foram misturadas e
novamente permaneceram sob agitacdo por 2 h, em temperatura ambiente. ApGs
completa dispersdo, a mistura foi instilada sobre uma solugédo contendo TPP (2%)
com ajuda de uma seringa e agulha sem bisel de 22 gauge. A solucdo de TPP,
receptora, foi mantida sob agitacdo durante todo o processo. Apds a ultima gota ser

instilada, o sistema permaneceu sob agitacdo, por mais 5 min.

Para a secagem, as particulas foram filtradas em papel de filtro qualitativo,
com auxilio de funil e bomba de vacuo. Foram lavadas com agua e armazenadas em
temperatura, pressao, umidade ambiente e mantidas em sacos plasticos, furados
com auxilio de uma agulha de 22 gauge, por 48 horas. Alternativamente, empregou-
se um método complementar/adicional de secagem, a liofilizacdo, em que um grupo
particulas foram previamente congeladas em freezer por 24h, a -20°C e,

posteriormente, liofilizadas por 12 horas.
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Apoés obtencédo, as particulas permaneceram armazenadas em dessecador

contendo silica gel. A Figura 3 ilustra o processo detalhado da obtencdo das MPs.

Quitosana

+ HPMC
Sol de acido acético (1%) +

Mistura das dispersdes
/> poliméricas
Q

bl

FIGURA 3. REPRESENTACAO GRAFICA DA PRODUGAO DAS MPS.

Apbs o processo de obtencdo das MPs, o software Minitab® 18, foi utilizado
como ferramenta para analisar um delineamento experimental supracitado, do tipo
fatorial, com 2 fatores (HPMC e Quitosana 220KDa) e 3 niveis (concentracdes de
HPMC e quitosana). As concentracdes definidas para os polimeros variaram de 0.3,
0.45 e 0.6 .20 mL™! para a quitosana dispersa em solucdo de &cido acético na
concentracédo 1% (vol/vol), e 0.15, 0.3 e 0.45 g. 20 mL para o HPMC dispersa em
agua. A concentracdo de TPP utilizada foi de 2% (m/v) (K. G. H. Desai & Park,
2005).

Apés a determinacdo das condi¢cbes de obtencdo das MPs com menor
didmetro possivel, bem como a identificacdo dos fatores (estudados) que mais
influenciaram sobre a formagé&o e o seu tamanho, descritos na sessao delineamento
experimental e otimizagdo das MPs, objetivou-se otimizar e conhecer ainda mais
fatores envolvidos nas caracteristicas da formagcdo dos sistemas e finalmente

incorporar a curcumina.
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3.2.2. Otimizacao das Microparticulas

A otimizacdo das microparticulas foi realizada por meio de experimento
fatorial completo 22 utilizando como variaveis concentracdo de TPP (1,5-3,0%),
temperatura de obtencdo (25-70°C) e Mw da quitosana (baixa 160KDa- média
220KDa), totalizando 8 experimentos realizados em triplicata

Na sessao material suplementar (material suplementar I) € possivel visualizar

a tabela de experimentos utilizada para a otimizac&o dos sistemas.

Para incorporar a curcumina nas MPs, pesou-se uma massa equivalente a
2,5mg de curcumina por mL de disperséo polimérica. Essa massa de curcumina foi
homogeneizada sob abrigo da luz, em temperatura ambiente, junto com o 1g de
Tween-20, equivalente a 2,5 % m/v da dispersdo polimérica. Apds cerca de 20
minutos de agitacdo, a dispersdo polimérica foi adicionada ao béquer contendo a
curcumina dissolvida no Tween-20. O sistema permaneceu sob agitacado por mais 30

minutos, antes de ser instilado na solugéao de TPP.

Para a formulacdo das amostras sem curcumina (branco), a mesma massa de

Tween-20 foi adicionada a dispersdo polimérica.
3.3. Caracterizacdo das Microparticulas

3.3.1. Tamanho médio e circularidade.

Apbs a definicdo das melhores condi¢des de formulacdo foram produzidas as
particulas com e sem curcumina, secas pelo método de evaporacdo sob temperatura
ambiente e sob evaporacdo sob temperatura ambiente somada a liofilizacdo. A
determinacdo do tamanho médio das particulas foi realizada utilizando fotografias,
retiradas utilizando camera de celular Iphone SE, a uma altura e inclinacao
padronizada (20 cm e 180°) e entdo analisadas, no software ImageJ. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata, de um pool de MPs contendo 25 unidades

amostrais.

3.3.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV).

A morfologia de superficie e da sec¢do transversal das MP foi avaliada por

MEV em microscépio Eletronico de Varredura Hitachi TM-3000 sob baixo vacuo,
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sem metalizacdo e com Aceleracdo de Voltagem Variavel de 2.00kV. As amostras
foram analisadas em aumentos de 50, 350 e 100 vezes. MP liofilizadas e néo

liofilizadas, contendo ou ndo curcumina, foram analisadas.

3.3.3. Revalidagdo da metodologia de quantificacéo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

Segundo a RDC 166 de 2017, a revalidacdo de um método analitico consiste
na repeticdo parcial ou total da validacdo de um método analitico e tem como

objetivo assegurar que esse continua cumprindo com 0s requisitos estabelecidos.

O método validado e utilizado em nosso grupo de pesquisa para quantificacao
de curcumina foi desenvolvido e validado por Fonseca-Santos et al. (2017) e vem

sendo revalidado e continuamente utilizado, logo, optou-se pela revalidacéo.

Os parametros analisados foram: seletividade, linearidade, exatiddo e

precisao.

O termo especificidade, muitas vezes utilizado como sindnimo de seletividade,
define a capacidade do método em detectar o analito de interesse na presenca de
outros componentes da matriz. J4 a seletividade refere-se a capacidade de deteccédo
de substancias. A seletividade foi determinada por meio da injecdo de todos os
componentes juntamente com o analito (curcumina), com objetivo de identificar

alguma interferéncia sobre o tempo de retencao da curcumina.

A faixa linear de trabalho foi obtida por meio da producédo de trés curvas de
calibracdo. Para a obtencdo das curvas, a curcumina foi diluida em metanol nas
concentracbes de [0,924;1,848; 3,85; 6,41; 15,4; 23,1 pug.mL], partindo-se de uma
solucdo estoque na concentracdo de 61,6 mg.mL1.Todas as amostras foram

filtradas empregando membrana com 0,45 pm.

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados a partir
dos dados obtidos das curvas padréo, através das equacgbes 2 e 3 (Ribani et al.,
2004; Wichitnithad et al., 2009):

LD = (DPax3)/IC(eq.2)eLQ = (DPax 10) /IC (Eq. 3)

Onde: DPa = desvio padrao médio do intercepto de trés curvas padrao.
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IC = inclinacdo média obtida nas trés curvas padréo.

A exatidao expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito
como referéncia. A andlise da exatiddo foi realizada por meio de ensaios de
recuperacdo, sendo essa realizada em trés diferentes concentracdes, préximo ao
limite de deteccdo, proximo a concentracdo maxima permissivel e em uma

concentracdo préxima a média da faixa de uso do método [0,924; 3,85; 23,1ug.mL™1].

O estudo da recuperacdo consiste na adicdo de solu¢cdes com diferentes
concentracfes do analito de interesse seguida pela determinacdo da concentracao

do analito adicionado.

As amostras dos sistemas brancos foram preparadas e adicionadas de trés
concentragdes diferentes de curcumina, a menor concentracéo da curva, a média e
a mais alta. Ap6s a adicdo, o material permaneceu em repouso por 60 minutos e
entdo foi adicionado um volume de 5mL de metanol e as particulas foram destruidas
por acdo da solubilizacdo em metanol e agitacdo com ultraturrax. As amostras foram

filtradas e analisadas.

O parametro precisdo foi avaliado a partir da analise de 3 amostras de
concentracfes conhecidas e em diferentes concentragcées 0,924ug/mL, 6,416 pg/mL
23,1 pg/ mL. Os ensaios foram realizados em dias diferentes, por analistas

diferentes, porém com 0 mesmo equipamento.
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3.3.4. Andlise de interaces via espectroscopia na regido do infra-vermelho
com transformada de Fourier (FTIR).

As amostras foram homogeneizadas numa proporc¢éo 1:10 de Kbr, o qual foi
previamente desidratado em estufa. As partilhas foram obtidas por meio da
compressao direta da mistura dos pos (as MPs foram pulverizadas). O experimento
foi realizado, por meio de 48 andlises e os resultados plotados no intervalo de
nimero de onda de 400-4000 cm™,

3.3.5. Difracao de Raios-X

Para analisar as amostras, lancou-se mao de difratbmetro 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 26 entre 4° e
700,

A andlise dos difratogramas foi realizada utilizando-se os valores estimados
para o angulo de Bragg por meio da estimativa do tamanho do cristalito e o

utilizando a equacéo de Scherrer que pode ser representada na equacao 1.

d = kA/Bcosb (Eq.1)

Onde, d é o didmetro médio de cristalito; k € o (= 0.94) fator de forma,
apresentado na literatura para este tipo de sistema fator dimensional; A € 0 é o
comprimento de onda para Cu-Ka (=1,5406A); B é a largura a meia altura do pico
(FWHM); 8 € o angulo de Bragg.

Por meio do uso do software Origin 2016, foi possivel identificar e ajustar
modelos de Voigh para estimar a largura do pico a meia altura, tornando possivel a

realizacédo dos calculos.

3.3.6. Analises de termogravimétricas DSC/TG

As curvas de DSC (do inglés, Dynamic Scanning Calorimetry) foram obtidas a

partir de 5 mg das amostras em equipamento TA Instruments DSC 2910, de 25 a
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300 °C, sob atmosfera de nitrogénio (50 ml min ~ '), taxa de aguecimento de 20 °C

min~ ', em panelas de aluminio seladas.

A degradacéo térmica foi seguida usando equipamento TA Instruments 2960
SDT, na faixa de temperatura de 25-300 °C em referéncia de alumina aberta e
recipientes de amostra sob atmosfera dinamica de nitrogénio (100 ml.min~ ') e uma

taxa de aquecimento de 20 °C min ~'.

3.3.7. Eficiéncia de encapsulacéo e Teor

As microparticulas contendo curcumina, liofilizadas e néo liofilizadas, foram
trituradas em gral e pistilo e o po6 foi precisamente pesado (10 mg), adicionado ao
volume de 10 mL de metanol e mantidas sob agitacdo magnética (720 rpm)
constante por 24 horas. Em seguida, para a extracdo completa da curcumina, as
amostras foram trituradas em ultra-turrax (IKA), durante 2 min, centrifugadas,
filtradas e a curcumina quantificada por HPLC, em triplicata.

Adicionou-se as dispersdes poliméricas 2,5mg de curcumina /mL de
disperséo. A EE foi (Eq. 4) é definida como a massa de curcumina quantificada (mq)
pela massa total de curcumina adicionada ( adaptado de Meneguin et al., 2018), a
qual corresponde a 2,5mg de curcumina para uma massa de particulas equivalente

a 1mL de disperséao (78 MP pesando 25,6mg, depois de seco).

EE% = (mcur = 100%),/2.5mg (EQ. 4)
O teor de curcumina contida nas MP foi calculado empregando a Equacéo 4
onde mcur € a massa de curcumina quantificada em 25,6 mg de MP (equivalente a
1mL de dispersdo polimérica) e o termo 2,5 mg é referente & massa tedrica de

curcumina em 1 mL de disperséo.

3.3.8. Absorcéo de Liquidos

Pesou-se, rigorosamente, uma massa (25 mg) de microparticulas (m0) que foi
disposta sobre a placa de vidro sinterizada do funil do dispositivo de Enslin adaptado
e o sistema foi fechado com auxilio de filme de policloreto de vinila e papel aluminio.

O volume de liquido absorvido pelas MP foi avaliado apos 5, 15, 30, 45, 60 e 120
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minutos. O fluido utilizado foi meio acido (HCl 0,1N, pH 1,2) para simular o pH do
ambiente estomacal ( Meneguin et al., 2018; Meneguin, 2016).
Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em volume

de liquido absorvido por massa de amostra

%LAm = (V/m) x 100 (Eq.5)

3.3.9. Estudo de liberacéo in vitro da CUR a partir das MPs QS/HPMC e
determinacao das condicdes sink da curcumina no meio de liberacao

A cinética de liberacdo de moléculas a partir de formula¢des farmacéuticas
tem papel fundamental no estudo das caracteristicas da fase biofarmacéutica de

uma dose de medicamento apds sua administracéo (Larsen et al., 2009).

O processo de liberagdo de um farmaco a partir de formulag6es farmacéuticas
pode modular a absor¢cédo do farmaco nos varios compartimentos biolégicos; além de
ser possivel, a partir destes dados, estimar a sua taxa de absorcdo e
biodisponibilidade em fluidos biolégicos (Wilson et al., 1989). Deste modo, o0 uso de
abordagens capazes de controlar ou modificar o perfil de liberacdo do farmaco da
forma farmacéutica, constitui uma importante estratégia para melhorar a

performance de ativos pouco sollveis, como a curcumina.

O entendimento de como um farmaco é liberado a partir de uma forma
farmacéutica € complexo por envolver variaveis fisiolégicas, que podem ser
analisadas em estudos in vivo ou in silico, e variaveis fisico-quimicas, que podem
ser analisadas e controladas em estudos in vitro. As variaveis fisico-quimicas
principais sdo: estruturas quimicas, espessura das camadas poliméricas, a
interacdo entre farmacos e matriz polimérica e o coeficiente de particdo e difusdo
também podem afetar o perfil de liberacdo dos sistemas de liberacdo de farmacos
(Mircioiu et al., 2019).

3.3.7.1. Determinagédo da solubilidade da curcumina em solucao

receptora -Condicao sink.
O estudo da solubilidade do farmaco nos meios de eluicdo que mimetizam o

local de aplicagcdo € uma etapa fundamental a ser realizada antes dos ensaios de
liberacdo in vitro. Isso porque os experimentos de liberacdo devem ser delineados
utiizando composicdo e volume de meio que permitam 100% da

dissolucéol/liberacdo da massa de farmaco testada. Caso contrario, o passo limitante
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da liberacdo seria a solubilidade, e ndo a performance do sistema de liberacdo
desenvolvido. Assim, a determinacdo da solubilidade permite o calculo das
condi¢des sink. A condicdo sink corresponde ao volume de meio de dissolugao
capaz de dissolver entre 5 a 10 vezes a concentracdo de farmaco a que se pretende
testar, a fim de que durante o teste de dissolu¢cdo nunca se estabeleca o equilibrio

de concentracéo pela saturacdo da solucéo (Bettini, 1994).

Os experimentos realizados permitiram determinar a condigao sink para meio
gastrico simulado, composto por éacido cloridrico-cloreto de sodio (pH = 1,2)
acrescido de 0,5% (m/v) de Tween 80 (Chanburee & Tiyaboonchai, 2017). Em
seguida, adicionou-se uma quantidade em excesso de curcumina (10 mg em 10mL
de meio), em triplicata, as amostras foram agitadas por 24 h, em temperatura
ambiente (menor que a temperatura do experimento), centrifugadas (5000 rpm por
10 minutos), o sobrenadante foi coletado, filtrado em membranas de PTFE (0,45 pum)
e diluidas em metanol antes da injecdo (100uL para um volume de 2 mL). Para as
analises, a solucdo foi filtrada e analisada a partir do método analitico revalidado. As

analises foram realizadas em triplicata (n=3).

3.3.7.2. Perfil de liberacdo in vitro da curcumina utilizando aparato |
modificado (minicestos e cuba com volume reduzido).
Os ensaios de perfil de liberagéo in vitro da curcumina foram realizados para

as MP liofilizadas e néo liofilizadas contendo curcumina, em triplicata.

O estudo foi realizado em dissolutor SR-8 Plus Hanson Research®, aparato |
adaptado (mini-cestos), adicionando uma massa de MPs equivalente a 4 mg de
curcumina, 100mL de meio, sob velocidade de agitacdo de 50 rpm e temperatura de
37 £ 0,5 °C. Foi utilizado como meio de dissolugdo meio gastrico simulado contendo
0,5% (m/v) de Tween-20 para permitir a total liberagdo da curcumina no meio, com
valor de pH de 1.2. O volume utlizado garantiu a condicdo sink para essas

condi¢des experimentais.

As coletas das aliquotas (2mL) foram realizadas em tempos pré-definidos ao
longo de 24h, utilizando seringa, acopladas a hastes metalicas com altura de coleta
calibrada, garantindo que todas as coletas fossem realizadas no mesmo ponto e

altura da cuba. Todas as aliquotas coletadas foram filtradas imediatamente em filtro
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de PTFE (0,45 um) e armazenadas em recipientes do tipo vial, ambar, mantidos em
local escuro até 0 momento da analise, cerca de 20 min apds a coleta (Meneguin et
al., 2018).

3.3.10. Estudo de Mucoadesao in vitro

As MPs foram submetidas a avaliacdo de mucoadesividade para
avaliacdo da forca maxima de destacamento e o trabalho de mucoadeséo,
usando o Texturometro TA-XT2i Stable MicroSystems (Reino Unido) equipado
com dispositivo especifico para avaliagdo de mucoadesao (Mucoadeséo Rig A /
MUC).

Para este estudo, foi utilizada uma sonda cilindrica com 10 mm de diametro,
onde foram fixadas cerca de 25 mg de cada MP, com auxilio de fita dupla face 3M®.
O ensaio comecou com a sonda descendo a uma velocidade de 0,5 mm -! até o
contato das MPs com o disco de mucina, previamente umedecido em solucao de
acido cloridrico 1N (de modo a simular as condi¢des de ionizacdo da mucina e MPs
em ambiente gastrico). O contato entre as MPs e o disco de mucina foi de 60 s.
ApoOs este tempo, a sonda subiu, separando as MPs da superficie, e os parametros
foram calculados através do grafico obtido forca versus tempo, onde a forca maxima
de desprendimento (N) se refere a forca de adesdo e a area sob a curva (N. s %)
refere-se ao trabalho de ades&o. As medi¢Oes foram realizadas em quintuplicata

para cada formulacao e os resultados apresentados como média e desvio padréo

3.3.11. Ensaio de acao gastroprotetora in-vivo
3.3.11.1. Ulceragéo gastrica induzida por indometacina in vivo

Quarenta ratos Wistar machos, pesando 250-270g no inicio dos
experimentos, foram alojados em uma sala com temperatura controlada (25 +
2°C) com livre acesso a comida e agua em um ciclo claro / escuro de 12h. Todos
os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP (CEUA / FCFAr
30/2020) e foram conduzidos de acordo com os principios do Conselho Nacional
de Controle de Experimentos Animais (CONCEA), com base nas Diretrizes do
NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laborat6rio, o documento encontra-se

nos Anexos deste manuscrito.
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A inducdo de ulceracdo gastrica in vivo foi baseada em Lou e
colaboradores (2018), Wu e colaboradores (2018) e Nabil e colaboradores
(2021) com modificacdes. Os 64 animais foram pesados, avaliados quando a
presenca de lesdes ou sinais de estresse e aleatoriamente designados a oito

grupos:
-Controle positivo (Controle)- (Indometacina + iogurte);
-Omeprazol (OME) 40mg/Kg;
-Curcumina livre (CUR) 2mg/Kg;
-Microparticulas branco néo liofilizadas (MPBr néao liofilizadas) 33,3 mg/kg;
-Microparticulas branco liofilizadas (MPBr liofilizadas) 33,3 mg/kg;

-Microparticulas carregadas com CUR nao liofilizadas (MP cur néo
liofilizadas) 33,3 mg/kg do sistema contendo 2 mg/kg de curcumina;

-Microparticulas carregadas com CUR liofilizadas (MP cur liofilizadas)

33,3 mg / kg do sistema contendo 2 mg / kg de curcumina;
-Controle negativo (iogurte)
Com 8 animais por grupo (quatro por gaiola).

ApoOs o periodo de adaptacéo, de 4 dias, sendo alimentados com racédo e
agua ad libitum. Apdés este periodo a agua e a racdo foram mantidas, mas deu-
se inicio ao tratamento. Os animais receberam, por sete dias consecutivos, por
via oral (gavagem), uma vez ao dia, seus respectivos tratamentos, exceto os
controles positivo (iogurte e indometacina) e negativo (somente iogurte), que
receberam iogurte como veiculo (Vigor® Grego, sem sabor, Vigor Alimentos SA,
Sdo Paulo-SP, SUTIA). Ap6s o Gltimo dia de tratamento, os animais foram
mantidos em jejum sélido por 18h e indometacina 60mg / kg foi administrada por
gavagem para todos 0s grupos, exceto o controle negativo. Apos seis horas, 0s
animais foram eutanasiados. O estbmago dos ratos foi cuidadosamente

removido e aberto ao longo da grande curvatura e lavado com solucéo salina.

As andlises dos dados de atividade antitlcera foram realizadas por meio

da medida da area total da regido ulcerada, com base na escala de Forrest, para
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cada 6rgédo (Forrest et al., 1974), utilizando o software ImageJ®. Os dados foram

agrupados e analisados utilizando o software Minitab 16.

A andlise consistiu em medir a area total da seccao do 6rgdo e depois o
somatorio das areas com lesdes ulceradas e entdo foi obtida a razdo da area
ulcerada pela area total. Apés determinar o percentual de area lesionada, foram
determinadas a presenca de valores outliers, utilizando teste de Grubbs, e entao

foi realizada a anélise estatistica descritiva.

Durante a analise dos valores outliers, foram encontrados dois valores
considerados outliers, que foram removidos do grupo de dados. A partir desse
preparo de dados as analises de variancia e compara¢cado entre médias puderam

ser realizadas (Anexos).

47



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Obtencado das Microparticulas

4.1.1. Delineamento experimental e otimizagdo das MPs

Partindo-se da metodologia descrita por Majekodunmi & Uzoaganobi
(2017) modificada em nosso estudo piloto, foi adotada a concentracao de 2% de
TPP preconizada pela metodologia de Desai & Park (2005), sendo possivel obter
as primeiras microparticulas como resultado de um estudo piloto. Das
concentracfes relatadas na literatura consultada, e a partir de dados coletados
em nosso estudo piloto (acima de 1,5% de quitosana equivalente a 0,45 g em 20
mL%), foi observado que a viscosidade das dispersbes € um parametro
importante a ser considerado, ja que dispersdes muito concentradas e, portanto,
mais viscosas, ndo sao passiveis de gotejamento, levando ao entupimento da

agulha empregada.

MPs de quitosana foram obtidas por geleificacdo ionotropica com o TPP,
de acordo com metodologia descrita por Majekodunmi & Uzoaganobi (2017). No
estudo realizado pelos autores supracitados, foi possivel a obtencdo das
microparticulas, utilizando-se diferentes concentracbes de quitosana e de
solucéo reticulante. A geleificacdo da quitosana utilizando TPP ocorre pelo fato
de que o polimero disperso em meios aquosos acidificados apresenta regides
positivas capazes de interagir com o TPP e estabelecer interacées coulombicas,
entrecuzando as cadeias poliméricas numa rede tridimensional gelatinosa. No
entanto, as concentracbes de TPP utilizadas pelos autores foram bastante

elevadas (5%), bem como o tamanho das microparticulas maior que 1mm.

A formacéo das MPs apresenta alguns parametros criticos de formulagéao

e de processo que podem impactar sobre a resposta ou parametros criticos de
qgualidade. Neste trabalho, foram considerados como parametros criticos de
qualidade, inicialmente a formagdo de particulas esféricas e posteriormente a
reducdo de tamanho das MPs. Por outro lado, como parametros criticos de
formulacdo, elencou-se concentragdes polimeéricas, tipo de quitosana (Mw) e
48



concentracdo do agente reticulante, e como parametro critico de processo, a
temperatura de reticulacdo. Com a selecdo destes parametros foi possivel
estimar o efeito de cada atributo de formulagéo e de processo sobre a qualidade
da formulacdo, bem como estimar um modelo matematico e uma condig&o 6tima

para a formulacéo, tornando o sistema o mais funcional e efetivo possivel.

Outros parametros criticos de processos devem ser considerados para o
desenvolvimento deste tipo de formulagdo; entretanto, j& apresentaram
otimizacado em estudos anteriores concluidos pelo nosso grupo de pesquisa. Um
deles é a altura adequada para o gotejamento, que foi previamente validado por
Nosso grupo, como uma altura de 20 cm sendo adequada para a formacao de
esferas com boa circularidade. De acordo com Meneguin et al. (2018), o
gotejamento da dispersao a partir da altura adequada permite o desprendimento
de uma gota com um formato esférico, e a esfericidade tem significativa
influéncia nos processos de liberacdo do farmaco. Como a geleificacdo € um
processo que ocorre relativamente rapido, apenas alguns segundos apds o
contato com a solucdo contendo reticulante, a forma da particula produzida
durante o contato com a superficie do liquido € mantida apos a secagem. Por
este motivo, o liquido é mantido em agitacdo, ainda que branda, para auxiliar a
desestruturacao o filme interfacial formado entre a goticula e a agua, reduzindo o

efeito de achatamento na gota.

Por se tratar de uma molécula apolar, observou-se que ao adicionar a
curcumina juntamente com as dispersfes aquosas dos polimeros, havia a
formacdo de uma suspensdo com distribuicdo irregular do material e
consequente sedimentacdo. Outro fator observado foi a formacdo de
aglomerados de curcumina na disperséo polimérica. Com objetivo de contornar
este problema, lancou-se mdo do uso de um tensoativo com aplicacao
farmacéutica e alimenticia, e que pudesse ser capaz de auxiliar a manutengéo

da curcumina dispersa no meio.

Foram testados dois tensoativos, o Tween 20 e o Span 20, para
contemplar tanto os tensoativos hidrofébicos quanto os hidrofilicos,

respectivamente.
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O Tween 20 foi escolhido por formar microparticulas mais rigidas e por
dispersar melhor a curcumina, ja que se trata de um tensoativo mais hidrofébico
e, portanto, mais adequado para solubilizar moléculas apolares. Outra questao
que foi levada em consideracdo foi o efeito estruturante observado sobre as
particulas, o qual ja havia sido reportado por (Nadzir et al., 2017) sobre a
formacéo de niossomas mais rigidos em maior presenca de Tween 20. (Kshitij &
others, 2016) também observaram que ambos Span 20 e Tween 20 exerceram
efeito sobre a reducdo de tamanho de microparticulas. Contudo, tal
comportamento nao foi observado no presente trabalho, tendo somente a

presenca de curcumina contribuido para isso.

Os sistemas contendo 0,3 e 0,45 (% m.m™?) de quitosana ndo geraram
particulas de modo efetivo. Estes sistemas apresentaram baixa resisténcia
mecanica, se desfazendo durante o processo de agitacdo ou ndo mantinham o
formato esférico apés a secagem, apresentando formato de disco, o que pode
ser atribuido a baixa concentracdo polimérica, incapaz de formar uma rede
estruturada e com resisténcia mecanica adequada. Entretanto, as dispersfes
poliméricas contendo 0,6 (% m.m™) de quitosana produziram microparticulas
esféricas e rigidas. Destes, o0s sistemas S2 e S4 apresentaram didmetro maior
que as dimensdes desejadas (>1000 um), e apenas o sistema S6 (0,6QS+0,3
HPMC) apresentou tamanho adequado para ser classificado como

microparticula com cerca de 0,8661 mm (Figs. 4 e 5).
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Boxplot de Tamanho em mm
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FIGURA 4. REPRESENTACAO GRAFICA DAS MEDIAS DOS TAMANHOS DAS MICROPARTICULAS FORMADAS.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta € Tamanho em mm; a = 0,05)
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FIGURA 5. ANALISE DA COMPONENETE MAIS IMPORTANTE SOBRE A FORMACAO DAS MPS.

Apbs a verificacdo de que a concentracdo de quitosana constituia 0 Unico
fator importante sobre a formacdo dos microssistemas (Fig. 5), nas condi¢cdes
acima descritas, foi avaliada a importancia das diferentes concentra¢fes de

HPMC sobre o tamanho destes sistemas. Por meio do grafico expresso na
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Figura 4 acima foi possivel identificar que apenas a concentracao de 0,30mg/mL
foi capaz de originar microparticulas. Na Figura 5 € possivel observar que pelo
impacto dos efeitos sobre a formagdo das microparticulas, apenas a
concentragdo de quitosana transpds a linha de significancia, tracejada em
vermelho (2,03). Isso reafirma o fato de que, nestes casos a concentracdo de
quitosana é o fator mais importante e significativo para a formacado das MPs
(Sreekumar et al., 2018a).

Os experimentos seguintes foram realizados com objetivo de otimizar a
formulacdo contendo a proporcdo de quitosana e HPMC tidas como otimas.
Além de otimizar os sistemas, € possivel, por meio das analises estatisticas
adequadas identificar o impacto de cada fator sobre o tamanho das

microparticulas.

Apos a tabulacao dos dados (Fig. 6), identificou-se que o sistema obtido a
partir de QS com Mw 220 KDa, em solucdo de TPP a 3% e sob aquecimento de
70 °C, mostrou o menor tamanho médio (0,765 mm). A maior temperatura €
capaz de reduzir a viscosidade da dispersédo polimérica, isso leva a uma maior
fluidez da rede gelatinosa, permitindo que mais solucdo contendo reticulante
adentre a matriz polimérica e assim reticulando pontos mais internos da esfera.
(Csaba et al., 2009; Kiilll et al., 2017; Majekodunmi & Uzoaganobi, 2017b)
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Boxplot de Tamanho em mm
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FIGURA 6. REPRESENTACAO GRAFICA DAS MEDIAS DOS TAMANHOS DAS MICROPARTICULAS FORMADAS, AGRUPADAS POR MW
DE CH, CONCENTRAGAO DE TPP E TEMPERATURA.

Também foi possivel observar que os sistemas constituidos por quitosana de
baixo peso molecular (160kDa) e baixa concentracdo de TPP (1,5%), ndo foram
capazes de formar microparticulas no método estudado. Isso decorre do fato de que
baixas concentracbes de reticulante, associada a um polimero menor e
conseqguentemente menos pontos para reticulacdo sdo incompativeis com a

estruturacdo da matriz gelatinosa que dara origem a MP.

Antes das inferéncias acerca das componentes mais importantes para a
formacao das microparticulas e o impacto de cada uma delas sobre o tamanho e

formacdo dos sistemas, torna-se fundamental a analise dos residuos.

Para a obtencéo do gréafico de distribuicdo dos residuos, utilizou-se o método
de Shaphiro-Wilk, com o qual € possivel determinar se tal distribuicdo apresenta
comportamento normal ou ndo normal. O teste de Shapiro-Wilk testa a hipotese nula
que uma amostra, retirada de uma populacdo, tem distribuicdo normal e é
recomendada para amostras com dimensdes ou nimero amostral mais reduzidas
n<30. O teste foi realizado ao nivel de significancia alpha=0,05, assim sendo o valor

de P>0,1 indica que a distribuicdo dos residuos apresenta distribuicdo normal, sendo
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assim possivel seguir os procedimentos estatisticos de comparacdo de variancias

meédias para dados paramétricos Fig. 7.

Grafico de Probabilidade de RESI1
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FIGURA 7. RESPRESENTAGAO GRAFICA DA DISTRIBUICAO DE RESIDUOS

ApoOs identificar que a distribuicdo dos residuos dos dados amostrais
apresenta comportamento normal ou paramétrico torna-se possivel determinar a(as)
componente(s) que impactaram mais significativamente sobre o tamanho das
particulas. Na Figura8 € possivel observar que todas as variaveis testadas impactam

significativamente sobre o tamanho das particulas.

Na Figura 8 de efeitos principais individuais, observa-se que o efeito isolado
do aumento da concetracdo de TPP, e da Mw da quitosana produz um efeito positivo
na reducdo do tamanho das particulas. O aumento da temperatura ndo provocou
alteracdo quando se compara QS de 220kDa em TPP 1,5, nos casos em que se
observou as QS de 160KDa, observa-se que a temperatura elevada provoca o
aumento do tamanho das particulas, e finalmnete em sistemas obtdos com QS de
220 KDa, o aumento de temperatura causou uma reducdo significativa sobre o
tamanho da MP.. Quando se analisa os efeitos em combinacé&o (Figura 9) é possivel
identificar que existe uma condi¢cdo Otima em que a maior temperatura (Figuras 9 e
10), juntamente com a maiores concetragdes de TPP e quitosana com maior massa

molecular, sdo capazes de produzir particulas menores e com boas caracteristicas
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visuais. Diferentes niveis de fator afetam a resposta de maneira diferente. Quanto
maior a inclinacdo da linha (verticalidade), maior € a magnitude do efeito principal.
Durante os experimentos foi possivel observar que sistemas formulados com 1,5%
de TPP e quitosana de 160KDa nao se formaram ou apos a sua formacao ndo foram
capazes de manter a forma apos a secagem, independente da temperatura,

mostrando-se extremamente frageis.

Grafico de Efeitos Principais para Tamanho em mm
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FIGURA 8. REPRESENTACAO GRAFICA DOS EFEITOS INDIVIDUAIS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS SOBRE O TAMANHO DAS MPS
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Grafico de Interacdo para Tamanho em mm
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FIGURA 9. REPRESENTACAO GRAFICA DAS INTERACOES DO EFEITOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS SOBRE O TAMANHO DAS MPS
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FIGURA 10. REPRESENTACAO GRAFICA DA PREDICAO DA CONDICAO OTIMA DE SINTESE DE MPS APARTIR DO MODELO
PROPOSTO.

Por fim um modelo matematico de primeira ordem foi proposto para explicar o
comportamento do tamanho das particulas em funcdo das variaveis estudadas. Os
dados experimentais apresentaram ajuste de 97,91% a estes modelo, representado

pela Equacédo do modelo Equacéo 5.

Tamanho das MP em mm= 0,262 + 0,06787 TEMP -0,0750 TPP + 0,00475 MW cht -
0,003783 TEMP*TPP- 0,000277 TEMP*MW cht (Eq.5)
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Os dados relacionados ao sumario do modelo, indicaram que o valor de R?
ajustado foi de 97,04% e o R? predito foi de 95,30%

Apés a obtencdo das variaveis que mais impactam sobre a formacgdo, é
importante analisar os sinais que aparecem antes do valor de cada fator, expresso
na tabela do modelo (Anexo lll), o sinal negativo indica que quando aquela variavel

ou combinacdo de varidveis € aumentado o efeito sobre as microparticulas € a

reducdo de tamanho, e o contrério é verdadeiro.

Apoés definida a condicdo oOtima de formacdo das microparticulas (Mw
quitosana 220 kDa; [TPP]-3,0 % e Temperatura 70°C), os sistemas foram produzidos
com e sem curcumina, liofilizados e néo liofilizados, contendo 0,6QS+0,3HPMC

(nomeado S6).

Para o delineamento dos experimentos de obtencdo das MPs, observou-se
que a técnica de geleificacdo ionotropica foi capaz de produzir microparticulas
utilizando quitosana, HPMC e TPP. Os tratamentos estatisticos e matematicos
adequados como foi descrito anteriormente, forneceram informacfes Uteis sobre
como dirigir os experimentos para a reducdo de tamanho dos sistemas, condicdo
necessaria a administragcdo do sistema para o modelo animal proposto (gavagem em

ratos).

Através dos dados obtidos para a quitosana com elevada massa molecular
220KDa e alto grau de desacetilacdo (GD>80%, informado pelo fabricante) foi
possivel sugerir que os pontos de interagcdo NH2 protonados permitem a interacao
com o TPP e o HPMC. Outra informacdo importante que foi possivel extrair dos
dados preliminares de pré-formulacdo, é o fato de os sistemas nado terem sido
formados em outras condi¢cdes de concentracdo, indicando que o processo de
formacdo apresenta dependéncia maior da concentracdo de quitosana do que de
HPMC, como é possivel observar na Figura 11. Entretanto, uma analise mais
criteriosa dos dados nos permitiu inferir, que a concentragdo de HPMC impacta
sobre o tamanho dos sistemas. Em sintese, a maior concentracdo de quitosana é
fundamental para a formacgéo dos sistemas, sem haver uma tendéncia clara dentro
das concentracbes estudadas, com relacdo ao aumento ou diminuicdo da

concentracdo de HPMC sobre o tamanho das particulas. No entanto, a visualizagéo
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do grafico da figura 11, nos permite identificar que apenas na concentracéo de 0,3%
deste polimero apresenta dimensGes micrométricas. Sendo assim, esta pode ser

considerada uma condicao 6tima para a formacao e otimizacdo dessas particulas.

Grafico de Efeitos Principais para Médias
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FIGURA 11. REPRESENTAGCAO GRAFICA DOS EFEITOS INDIVIDUAIS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS SOBRE O TAMANHO DAS MPS

Em sintese, quanto maior a concetracdo de quitosana, mais interacdes de
maior potencial estabilizador e formador podem ocorrer. Por isso, é possivel
identificar sua presenca para condicdo fundamental de formacdo das MPs.

(Sreekumar et al., 2018b)

A gquitosana é capaz de estabelecer interagcbes dos mais diversos tipos, van
der waals, ligacbes de hidrogénio, porem as interagcdes coulombicas entre a
guitosana e o TPP ocorrem de modo que o TPP atua como uma ponte entre grupos
amino protonados, e pode se dar entre diferentes cadeias poliméricas ou na mesma
cadeia polimérica, desde que estas apresentem regides protonadas (BHUMKAR,;
POKHARKAR, 2006; MOHAMMED et al., 2017), por se tratar de interagbes com alto
capacidade de reducédo de energia no sistema e alta estabilidade, sendo por isso 0s
dois principais componentes estruturantes do sistema. Essa afirmacdo poderia
justificar o fato de as particulas manterem a forma esférica apenas em elevadas

concentracOes de quitosana.
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4.2. Caracterizacao do sistema

4.2.1. Tamanho e Circularidade

O tamanho da particula, bem como a sua circularidade, sdo considerados
parametros criticos de qualidade no sistema farmacéutico. S&o parametros
importantes, pois a reducdo de tamanho da particula permite um aumento
consideravel da area de superficie do sistema, tornando, para um mesmo volume de
disperséo polimérica, maior a area de contato com a mucosa géstrica (Sreekumar et
al., 2018b). Além disso, o reduzido tamanho da particula permite que estes sistemas
possam interpenetrar as vilosidades estomacais ficando alojados neste sitio

liberando o farmaco.

A esfericidade é um outro parametro importante pois, quanto mais esférica a
particula, menores seréo as variacfes nos perfis de liberacdo do ativo e de absorcéo
de liquido(Garg & Gupta, 2008).

Assim, a morfologia dos carreadores de farmacos desempenha um papel
importante nos processos de entrega terapéutica, como adesdo de particulas a
superficies irregulares, distribuicdo pelas vilosidades gastricas(Liu et al., 2012).

Um parametro considerado crucial para o desenvolvimento destes sistemas
foi a sua capacidade de atravessar a agulha de gavagem, para que o experimento in

vivo pudesse ser realizado com sucesso.

B ]

0.0728 0.0911 0.0672 0.0866
Count 26 Min: 0.0728 Count: 25 Min: 0.0672
Mean: 0.0798 Max: 0.0911 Mean: 0.0822 Max: 0.0966
StaDeyv: 0.00472 Mode: 0.0788 (12) StdDey: 0.00713 Mode: 0.0770 (14)
Bins: 3 Bin Width: 0.00612 Bins: 3 Bin Width: 0.00980

12A-Diametro médio das MP sem curcumina nao liofilizadas. ( 12B-Diametro médio das MP sem curcumina liofilizadas. (a)

Circ-0.954 SD-0,0037
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FIGURA 12. DIAMETRO MEDIO DAS MPS OBTIDAS (A, B, C, D)

Através da analise dos histogramas contidos na Figura 12, é possivel concluir
gue o diametro médio das MP sem curcumina foi maior do que o didmetro meédio das
particulas contendo curcumina, sugerindo que o método de secagem nao impactou
significativamente sobre o tamanho das MPs apenas a presenca ou auséncia de
curcumina. Com relacdo a circularidade das MPs, foi observado que segue a mesma
tendéncia, os sistemas contendo curcumina apresentaram-se menos esféricos que
0s sistemas sem curcumina. A presenca de curcumina leva a formacdo de MPs
menores e menos esféricas. A reducao de tamanho e a irregularidade no formato da
MPs com presenca de curcumina, apresentando um desvio consideravel da forma
esférica, foram achados surpreendentes. Podendo ser um indicador de que a
presenca de curcumina pode atuar alterando os diferentes tipos de interacdes
intermoleculares presentes durante e depois da formacdo do sistema, alterando
parametros intraparticula, bem como as suas dinamicas de interacdo com 0 meio
circundantes, impactando diretamente sobre a tenséo interfacial MP-meio aquoso,

no momento da sua formagao.

Os tamanhos obtidos para as MPs estdo de acordo com os obtidos por meio
de técnicas de mais alto custo, como o encapsulador Inotec®, configurado com um
didmetro de bico de 200 um e um valor de carga eletrostatica de 0,86 kV, utilizando

guitosana (1-2%) e TPP foi de 400-500um e os valores de circularidade estéao
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dentro de uma faixa considerada com adequada para sistemas esféricos >0,8 com

frequéncias de oscilacédo entre 800-1200Hertz (Benamer, 2013).

Do ponto de vista molecular, essa reducdo de tamanho e a menor
circularidade observados nos sistemas contendo curcumina podem indicar um efeito
da curcumina como um agente que promove uma melhor interacdo entre o0s
polimeros, podendo estar associado a reducédo de tenséo interfacial (Shaw, 1975).
Essa abordagem tedrica encontra-se suportada, por técnicas espectroanaliticas e
térmicas que sdo descritas e discutidas com mais detalhes na sequéncia. A partir de
alguns resultados encontrados, e sistematicamente suportando por diferentes
analises, ndo é absurda a inferéncia de que a curcumina interage com ambos 0s

polimeros reduzindo os espac¢des intermoleculares entre eles.

4.2.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens de superficie e secdo transversal obtidas por MEV das
microparticulas liofilizadas e nao liofilizadas sédo apresentadas na Figura 15.
Externamente, as diferentes condicfes de sintese ndo causaram grandes variacdes
na superficie e na forma das MPs. Entretanto, foi possivel observar, ap6s um corte
transversal dos sistemas, que internamente, uns pareciam apresentar grandes
vacuolos e outros eram estruturas solidas e densas.

As analises de MEV revelaram que as MP contendo curcumina, independente
de liofilizacdo ou ndo, apresentaram grandes vacuolos internos, assemelhando-se a
uma microcapsula (Fig 15. A e B), apresentaram-se menos esféricas, o que pode ser
atribuido a mais baixa tensdo interfacial no sistema que é incapaz de levar a
construcéo de uma rede estrutural mais volumosa e contendo mais liquido difundido.

A incorporacdo de curcumina as MP levou a formagdo de vacuolos internos
nas MPs, 0s quais revelam um rearranjo estrutural provocado pelo farmaco, o qual
pode ser atribuido a forte interacdo farmaco-polimero, associado menor tenséo
interfacial entre a curcumina e os polimeros, bem como a agua que em conjunto,

provocando a rapida retracdo das estruturas, originando particulas menores.

As MPs contendo curcumina apresentaram superficie menos lisa que as MP

sem curcumina, e, a liofilizacdo levou a formacdo de pequenas rugosidades,
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provavelmente, pequenos poros decorrentes do processo de remocdo de agua
remanescente a secagem em temperatura ambiente.

Os cortes transversais mostraram que o material formado é homogéneo
constituindo uma matriz em toda a extensdo que esta presente nos sistemas, ndo
havendo internamente separacdo de fases visiveis, exceto o fato anteriormente

mencionado com relacéo a formacao dos vacuolos.
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FIGURA 13. MICROGRAFIAS DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS (A, B, C, D).

Os achados na Figura 15, corroboram a hipotese levantada no topico anterior,
tamanho e circularidade, onde levantamos a possivel contribuicdo da curcumina
como um agente redutor de tenséo interfacial entre as MP e o meio aquoso. A
evidencia visual proporcionada pelas figuras 15A e 15B, onde as MPs contendo

curcumina, exibem grandes poros, nos levam na diregcdo de que a interacdo das

63



MPs com a agua, foi facilitada a ponto de a agua penetrar na estrutura das MPs
durante o momento da sua formacgéo e apds a sua secagem a sua saide deixou os
grandes vacuolos observados. E isso pode ter contribuido para a deformacgéo das
MPs.

4.2.3. Revalidacdo de metodologia para quantificagdo de curcumina por
HPLC

Para a quantificacdo da curcumina, um método analitico usando HPLC foi
utiizado (Fonseca-Santos et al., 2017). O método foi validado quanto a
especificidade ou seletividade, faixa de trabalho (linearidade), sensibilidade (limite de
deteccdo e de quantificacdo), exatidao, preciséo (repetitividade, reprodutibilidade)

(Fig.13). As condi¢des cromatogréficas estdo descritas na Tabela 2.

TABELA 2. PARAMETROS UTILIZADOS PARA VALIDACAO.

Deteccéao (A) Uv-425nm

Fluxo 1,0 mL/min

Injecéo 10 microlitros

Fase movel Acetonitrila:Acido acético 1% (25:75 v/v)
Coluna Zobax-C-18 com encapamento duplo
Particula 5um

Tamanho do poro 95 A

Comprimento 250mm

Temperatura 37,5°C
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4.2.3.1. Seletividade

A seletividade é o pardmetro que indica a capacidade do método em distinguir
inequivocamente a substancia estudada dos demais materiais que podem constituir
possiveis interferentes (Ribani et al., 2004). Neste caso foram injetadas a curcumina
juntamente com o0s materiais componentes da forma farmacéutica (Tween-20,
quitosana e HPMC) sem que fosse possivel observar interferéncias ou variagdes
guando comparada a injecdo da amostra isoladamente (Figura 13). Isso se justifica,
pelo fato de nenhum dos componentes da amostra apresentarem absor¢cdo em
comprimentos de onda préximos do que foi utilizado para a quantificacdo da

curcumina, fato que pode ser corroborado pelos resultados de exatidao.

A

“WVIND1 A, Wavelength=425 nm (Mauncio\teste mauncio 2020-06-20 22-30-5N51G10000005.0)
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“VIND1 A, Wavelength=425 nm (Msuricio\teste mauncio 2020-06-20 22-30-5751G10000006.0)
VWD A, Wavelength=425 nm (Meuncio\teste mauncio 2020-06-20 22-30-5751G10000007.0)
VWD A, Wavelength=425 nm (Msuncio\teste mauncio 2020-06-20 22-30-57\51G10000008.0)

- 282
TR RTA IR Y,

&
P
S
(=]
6
=
=
3
=]

B

_@ Integration é;?—ﬁ Calibration ml Signal UEM Purify
;‘Mlﬁlﬁ|ﬂepoﬂ:: Shart _}l_ll_ﬁé -'_1 All Loaded Signals v|(—%| l% ﬂmﬂi\mﬂt‘tgﬁ LB%

| VWD A, Wavelength=425 nm (Mauriciote ste mauncio 2020-06-20 12-24-47\S1G10000001.0) —
=}

[ ]

T IO T CROTT
LC-File |SIG10000001.D =
File Path |C:\WUsers\Public\Documents\ChemSt
Date |20-Jun-20, 18:26:10
Sample
Sample Info

# Time Type Area Height Width Area% Symmetry
1 | 699 BE 1183.3 73.6 [ 0.2347 [ 100.000 1.278

-
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4.2.3.2. Linearidade

As curvas foram tratadas pelo método dos minimos quadrados dando origem
a uma curva média, obtida a partir de trés curvas. A curva média (Figura 14) pode
ser descrita pela equacdo y=158646x+50,745. O parametro de linearidade foi
determinado e foi obtido o valor de 0,9995 para o coeficiente de correlacdo. Quanto
mais proximo de 1, o coeficiente de correlacdo, maior a linearidade. O intervalo de
concentracdo de [0,924; 1,848; 3,85; 6,41; e 15,4ug.mL] foi determinado como a

faixa linear de trabalho.

4000 Curva analitica para curcumina
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FIGURA 15. REPRESENTACAO GRAFICA DA CURVA MEDIA DE REGRESSAO E DA EQUAGAO UTILIZADA PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRAGAO DE CURCUMINA (MG.ML-1).

4.2.3.3. Limites de detecc¢éo e quantificacao.

Para o limite de deteccdo foi obtido o valor de 0,172654 ug.mL?, j4 para o

limite de quantificacéo foi obtido o valor de 0,575514 ug.mL™.

4.2.3.4. Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio do ensaio de recuperacdo. O teste de

recuperagdo consistiu na analise em triplicata de trés niveis das amostras de
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concentracfes conhecidas, baixa, média e alta nas amostras das microparticulas
brancas (sem curcumina). A Tabela 3 descreve os parametros obtidos para a

avaliacdo da exatiddo do método analitico.

TABELA 3. PARAMETROS OBTIDOS PARA AVALIACAO DA EXATIDAO DO METODO ANALITICO

Concentracao (ug.mL™?) 0,924 6,416 23,100
Média de recuperacdo(%) 99,8807 99,3768 97,6948
Desvio Padrao () 0,01083 0,028382 0,061773

Precisdo

Os resultados de precisdo sao expressos através do coeficiente de variacao

do percentual obtido, conforme demonstrado na Tabela 4.

TABELA 4. PARAMETROS OBTIDOS PARA AVALIACAO DA PRECISAO DO METODO ANALITICO

Concentragdo Intradia Interdia CV(RSD) CV(RSD) Recuperacdo Recuperacdo P
experimental (Desvio Padréo) (Desvio Padrdo) Intradia Interdia Intradia Interdita estatistico
ug.mL? ug.mL? ug.mL? (Desvio (Desvio
Padréo) Padréo)
0,92215(0,02) 0,92197(0,02) 5,10% 2,60% 99,80 (1,98) 99,78(2,60) P>0,05
0,924
6,3698(0,13) 6,366(0,23) 3,95% 3,67% 99,28 (1,99)  99,23(3,65) P>0,05
6,416
22,60797 (0, 9) 22,614 (0, 6) 4,44% 97.87 (3,92) 97,90(2,87) P>0,05
23,100 3,97%

O FDA classifica como aceitavel um método analitico que apresente valores
de precisdo e exatiddao definidos em CV <15%
2011; US Food and Drug

e desvio padrdao +15%,
respectivamente (European Medicines Agency,
Administration, 2018).

4.2.4. Andlise de interacOes via espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR).

O espectrometro de FT-IR emite radiacdo na regido do espectro
infravermelho. Essa energia é fraca o suficiente para ndo haver o rompimento de
ligacOes, mas intensa o suficiente para promover a excitacao das ligacdes/interagdes

presentes nas moléculas (Pavia et al., 2016). Além da fonte de emisséo, o
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equipamento possui um detector capaz de registrar a quantidade de energia que foi
absorvida pela amostra. Esses dados, associados a interpretacdo dos sinais
decorrentes da absorcdo da radiacdo aplicando um procedimento matematico
denominado “transformada de Fourier’, torna possivel avaliar os diferentes
movimentos vibracionais das ligacdes quimicas das moléculas(Pavia et al., 2016;
Silverstein et al., 2000).

Apesar da técnica de FTIR ser bastante difundida e largamente utilizada para
obter informagBes sobre grupos funcionais presentes em moléculas, bem como
identificar interacdes especificas nestes grupos funcionais, uma limitacao da técnica
reside no fato de que a analise das moléculas ou mistura de moléculas é baseada
na observacdo do deslocamento e na alteragdo de intensidade em bandas
especificas. Tais bandas podem apresentar-se como uma banda larga formada pela
sobreposicao de varios picos, tornando dificil a identificacdo e quantificacdo destes
picos dentro da banda. Apesar de o uso de técnicas de derivacdo para aumento de
resolucdo e quantificagcdo destes picos componentes motivarem discussoes,
divergéncias e estimulado o estudo dessas derivacfes, a falta de uma técnica
matematica definitiva permite o uso de tais artificios matematicos para tornar a
analise o mais fidedigna possivel, qguando comparada com a analise visual. A
analise por isolamento, deconvolucdo (Lorentziana) e tratamento mateméatico das
bandas oferece a seguranca de que o que estamos comparando sdo bandas e nao
perturbacdes ou ruidos decorrentes de erros sistematicos inerentes a analise. Soma-
se ainda o fato de ser altamente reprodutivel por outros pesquisadores, permitindo a
comparacao de dados com reducédo do viés do analista. Por esse motivo avaliou-se,
neste trabalho, os dados de FTIR por meio da derivada de segunda ordem, com a
sua derivada calculada numericamente pelo algoritmo de Savitzky-Golay

Os espectros de FTIR e tratamento matematico realizado utilizando o

software Origin 2016 podem ser visualizados isoladamente (Figura 16).

68



0,000 " oo P e SEEY
] I'"l'« Y‘ b {
p— i ||}“|||1 | ! A
| I [
\’| g |“
0,144 4 "
-0,216 -
50 1000 1500 2000 2500 3000 3 —— Derivative
Wavenumber (cm?) —— Smoothed
0,004 ‘
|
o 0002 | | '
= | | l.
g A Iv J‘ ﬁ" “.1': i ‘,\ Mol
o 0,000 IR L 181 Al NITRRRERION % I el n:_,l.,“
e "U'*“" ,ﬁ!ﬂ h 1‘,1*’”' or‘ e ;
| “ 1
-0,002 - | | | '
50 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
0,0 4 i, s AL
-0,1 4
8
©
O 024
©
L
5}
g
Q -0,3
S
wn
-0,4 -
-0,5 T T T v T T
0 1000 2000 3000 4000

Figura 16. A) Espectro curcumina

Wavenumber (cm?)

69



0,0 B //"‘ 7 "y S — =
i | Wi A
| N W
{ j‘ il [
8,7 Nalifo | |y
N “) \I| f }N;
i 1| §
-17.4 - j(‘f ‘h |‘| l‘/}"“l‘lj‘ﬂ
Y y \7
I‘I? »‘H { ’
vlﬁm‘l I\
26,1 1 i H
T T T T T T T T T T T T T =
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 Derivative
1 Wavenumber (cm?) — Smoothed
0,14
: h
§ 00+ l h/x, [M !f“l.mww kl « 1
5 i
(a] { {
-0,1
J T % T i T * T L T J T ¥ T * T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
A
4 -
24
04
2]
)
6=
© -8+
"5 4
O -104
E -12—_
g -14—-
a -16 -
: -
v -18 -
-20 4
-22 4
24
-26 -
-28 T T T T T T v T J
0 1000 2000 3000 4000

Wavenumber (cm?)

Figura 16. B) Espectro HPMC



N

0,000 ‘f'"'\, M A R '/"‘“d"\w-//“'“‘wﬁw\,\/ P
-0,041 I It
-0,082 4

-0,123 4

K W Yy
.Lﬁ llly ."‘ f '1' qu\ y MHMWMW

P i e
=] | i I}
= W | f i \ ) W i NW \llw w.w M “*%WM‘W«%
& 508+ ‘ |
§-0,05- J

T T . T ; ' . :
0 1000 2000 3000 4000

Wavenumber (cm™)

Figura 16. C) Espectro Quitosana

71



Derivative

o i iy e, ||5,le, i
0,000 - J.Aq\"\n,J" =, ~ L .‘nhq‘ A o W{_P\r.«V/.r,‘p\‘wh..
W H .‘ L W \W i B W Ty ¥
| t\ Hqi HF
\ ' ﬁ/{ i
0,019 T Il
Y Iﬁ.l ;‘r"
-0,038 - l .‘!
\ |
1"‘{"
-0,057
T L T T T y T T T 4 T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3 —— Derivative
0,0004 - Wavenumber (cm?) —— Smoothed
0,0002 -
‘ l | \'| "n |
0,0000 - i J l '
M ity .r.. i
l | 'l l'J ’
-0,0002
-0,0004 |
T ¥ T ¥ T ¥ T X T ¥ T ¥ T ¥
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
0,02
0,00 —
S i
©
(]
E -0,02
O
S
= J
=
n
-0,04 -
-0,08 T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000

Wavenumber (cm™)

Figura 16. D) Espectro MP branco (liofilizada)



1 ¥ / | !
ol ‘w L

_ IR
-20 | |

30 4 W

L) T L T & T L T ¥ T ¥ T Ll N R
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 —— Derivative
Wavenumber (cm?) ——— Smoothed

0,5

Derivative
o
o
1
,é-
L
=
£

T T T T T T v T T T T T v T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Subtracted Data
=
1

T T T T
0 1000 2000 3000 4000

Wavenumber (cm?)

Figura 16. E) Espectro MPs contendo curcumina (liofilizada)

FIGURA 16. ESPECTROS DE FTIR COM AS SUAS RESPECTIVAS DECOVOLUCOES E IDENTIFICACAO DAS PRINCIPAIS
BANDAS (A, B, C, D, E, F).
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As bandas obtidas a partir do espectro FT-IR foram usadas para analisar a
estrutura de HPMC, quitosana, MP + cur(lio) MP-cur(lio), Cur (Figura 17).

A analise de polimeros e microparticulas por espectros FT-IR mostrou que
muitas das bandas observadas apareceram na regidao da impresséo digital, que
abrange nimeros de onda entre 1400 e 800 cm™'. Para a curcumina, a regido dos
comprimentos de onda de 1700-1000 cm foi selecionada para a analise de bandas
da curcumina. A banda observada em 1626 cm™ pode ser atribuida ao movimento
de alongamento da ligagdo C = O em relacdo a presenca de cetonas na estrutura. A
banda em 1599 cm esta relacionada ao alongamento C = C dos anéis aromaticos
nas extremidades da molécula de curcumina. A banda vista em 1508 cm? é
atribuida a vibracdo C = C relativa a insaturacdo e a vibracdo de dobra do anel de
benzeno. As bandas presentes em 1423 cm referem-se a vibragdo de flexdo C — H
olefinica. A banda vista em 1284 cm representa vibracdes de alongamento C — O
aromaticas (Silverstein et al., 2000).

Os polimeros e MP produziram espectros com algumas regides em comum.
Entretanto, diferencas importantes foram observadas entre os espectros dos
materiais isolados e as MPs, especialmente, em algumas regides e na intensidade
de certas bandas. A banda mais intensa nos espectros ocorreu em 1080 cm™', que
representa vibracGes fora de plano associadas a um anel ciclico alquil substituido
contendo ligacdes éter (de Almeida Barbosa, 2007).

A banda em 1000-1250 cm™' esta relacionada ao anel glicosidico presente
nos polimeros estudados e, consequentemente, nos MPs. A banda em 1117 cm™
estd relacionada a ligacdes (CO) de alcoois primarios presentes na quitosana e
HPMC em grande proporcdo e em 1033 cm™ esta relacionada a ligagées (COC) da
vibracdo da estrutura basica do anel de piranose da quitosana e HPMC. Na
quitosana, especialmente, uma banda de fraca intensidade associada a ligacdes
(CN-; NH-) aparece tanto na cadeia da quitosana quanto nas MPs, a 1255cm-
!.(Calvo et al., 2019)

Estruturas semelhantes a celulose, como os polimeros utilizados, possuem
moléculas de glicose que contém uma ligacdo éter na estrutura do anel e outra
ligacdo éter entre as moléculas de glicose vizinhas (Teegarden, 2004). Os espectros

obtidos das ligacdes éter (1053 e 943 cm™") verificam a presenca desses éteres na
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estrutura da glicose, bem como as ligacGes éter envolvidas na ligacdo covalente dos
substituintes.

No HPMC é possivel observar picos que se relacionam com grupos hidroxila
nos substituintes hidroxipropila e anéis de glicose no carbono dois e trés
representam alcoois secundarios; as ligacées C-O envolvidas na estrutura do alcool
secundario geralmente exibem absorcdo a 1100 cm~' (Akinosho et al., 2013).
Finalmente, a banda que surge das ligacdes O-H do alcool primario em C6 na
molécula de glicose aparece em 1312 cm™' (Langkilde & Svantesson, 1995).

As bandas que representam alcoois primarios e secundarios revelam que
carbonos nao substituidos permanecem nos anéis de glicose na estrutura da
celulose apos a eterificacao.

As bandas em 1377 e 1458 cm™' resultaram dos modos de flexdo e
alongamento (movimentos) do CH dos grupos metil; essas bandas sdo muito fracas
em relacdo a outras no espectro. Wang e colaboradores (2007) analisaram a
estrutura de HPMC usando FT-IR e identificaram as bandas em 1458 e 1377 cm™’
como vibrages CH metil. As bandas em 2833 e 2916 cm™ representam as
absor¢cdes dos modos de vibracdo CH dos grupos metil.

Na MP com curcumina, em 1290 cm, é possivel observar uma banda
pequena e fraca, que possivelmente tem relacdo com movimentos das ligacées CH,
CN, NH, e o seu deslocamento para 1317cm-1 (CH- OH e CN), na auséncia de
curcumina pode significar interagcdo entre os grupos CN-NH da quitosana com
grupos OH do HPMC via ligacfes de H.

Durante a andlise vibracional da quitosana, a banda em 1079 cm, atribuida
ao alongamento das ligacbes C (sp3) ligado a O de alcoois primarios, apresentou
diferencas perceptiveis em comparagcdo aos espectros de FTIR das particulas (de
Almeida Barbosa, 2007).

A banda que aparece muito fraca entre 1259-1286 cm, para as MPs com e
sem curcumina € resultado da interacdo entre a QS e o TPP (Parize et al., 2012).
Entretanto, é possivel observar essas diferengcas entre os sistemas com e sem
curcumina, que foram principalmente devido a complexagdo entre as moléculas de
QS e TPP em presencga da curcumina, indicando que pode ocorrer interagao entre o

TPP-CUR-QS né&o apenas do tipo ligacdo de hidrogénio, como também interacdes
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eletrostaticas do tipo ion-dipolo, as quais podem ocorrer para que haja a incluséo da
curcumina no sistema.

As pequenas diferencas nos espectros de FTIR (faixa de 2250 a 3750 cm?)
das particulas relacionadas ao espectro de FTIR de QS foram atribuidas as
diversidades nas intensidades de ligacdes de Hidrogénio entre os segmentos de
cadeia de QS-TPP e TPP-TPP. No entanto, essas diferencas espectrais foram sutis,
uma vez que as ligagbes H entre os grupos amino e hidroxila nas cadeias QS

também sdo extremamente pronunciadas (Martins et al., 2012)

808-->802 —— Chitosan
: Cur
HPMC
—— MP+Cur
—— MP-Cur

1626 1508

HPMC

Absorbance %

MP+CUR

! T ! I ! T ! I ! T 1250751286 ' ! T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

FIGURA 17. ESPECTROS DE FTIR DOS MATERIAIS E MPS COM AS BANDAS INFORMATIVAS IDENTIFICADAS.
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4.2.5. Difracéo de raios-X

O uso da técnica de difracdo de Raios-X foi aplicado para estimar a estrutura
cristalina e/ou amorfa dos materiais utilizados, bem como dos sistemas otimizados,
liofilizados ou n&o. A Figura 18 apresenta os espectros dos materiais utilizados e das
MPs com e sem curcumina. A andlise dos difratogramas foi realizada por meio do

software Origin. 2016, utilizando tratamento de Voigh em vermelho.
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FIGURA 18. DIFRATOGRAMAS DOS MATERIAIS E MPS UTILIZADOS (A, B, C, D, E, F, G, H).

Foi possivel identificar, na Figura 18, picos de cristalinidade em todos os
materiais puros, e na mistura fisica, destacando-se a curcumina, que apresenta-se
altamente cristalina, bem estruturada com cristalitos maiores que o0s demais
materiais, e apresentando a caracteristica tipica do seu fingerprint Unico devido a
sua natureza cristalina (Saralkar & Dash, 2017). Ja os polimeros apresentaram
estruturas semi-cristalinas, com cristalitos menores como era de se esperar, devido

as suas grandes cadeias que apresentam-se mais desorganizadas. Em outras

2 0s dados da figura 18 f foram suavizados antes da anélise e o dado original pode ser visualizado nos
anexos.
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palavras, os polimeros apresentam-se como materiais majoritariamente amorfos,
com algumas regides cristalinas. O grau de cristalinidade destes polimeros varia da
origem e grau de hidratacdo. Usualmente a quitosana apresenta dois picos
cristalinos entre 8,8°-10,78° e 18,8°-20,78°. O HPMC apresenta pico menor proximo

de 10°, e um pico maior em aproximadamente 20° (Somashekarappa et al., 2013).

Para analisar as MPs, estes materiais serdo divididos em dois grupos com
caracteristicas bem diferentes. O primeiro grupo € o das estruturas que mantiveram
ainda um grau de cristalinidade observavel, que sdo os sistemas sem curcumina. Foi
possivel observar que estes sistemas apresentaram perfil cristalografico geral muito
semelhante, com a possivel visualizacdo de dois picos bem definidos,
provavelmente devido ao processo de reticulacdo e posterior desidratacdo dos
polimeros. A desestruturacdo e reestruturacdo podem levar a formacdo de uma
estrutura cristalina nas microparticulas; entretanto, o sistema liofilizado mostrou-se
menos cristalino que o sistema néo liofilizado. Isso ocorre, pois a liofilizacdo é um
processo que leva a amorfizagcdo ou reducdo de tamanho da estrutura cristalina
(Aulton & Taylor, 2017).

No segundo grupo, temos as MPs contendo curcumina, nas quais ndo é
possivel identificar picos de cristalinidade bem definidos, indicando que ocorreu ou
uma reducdo muito grande de tamanho do cristal, ou essa estrutura é
completamente amorfa. Com base na metodologia de obtencdo da formulacao,
acredita-se que as MPs com curcumina sejam amorfas. A curcumina parece atuar
como uma impureza que impede a recristalizagcdo a estruturacdo de cristais na
amostra, assim como 0s polimeros também atuam mantendo a curcumina em um

estado amorfo.

Estes resultados claramente revelam que o método otimizado de obtencéo da
MPs forma sistemas amorfos, bem como sistemas parcialmente cristalinos, de
tamanho de cristalito menor que a curcumina de origem. Essas variagdes dos perfis
cristalinos das amostras impactam diretamente sobre os parametros de dissolucéao,
absorcdo de liquido, desestruturacdo da matriz polimérica e consequentemente
biodisponibilidade. A redugdo de cristalinidade é sobretudo importante para
moléculas pouco sollveis melhorarem sua solubilidade em meios biologicos e

consequentemente aumentar a sua eficacia terapéutica (Rajasekar & others, 2015).
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4.2.6. Analises de termogravimétricas DSC/TG

As técnicas térmicas sao capazes de avaliar a estabilidade térmica das MPs,
e 0 comportamento dos polimeros quando adicionada a curcumina. Outra importante
aplicacdo das analises térmicas, especialmente a técnica de DSC, é de observar as

transicoes de fases, e avaliar se ocorreram intera¢des quimicas entre os polimeros e

a curcumina.

No conjunto de Figuras 23(A-H) é possivel observar os termogramas para
cada um dos componentes dos sistemas isoladamente e para as MPs. As linhas em

verde sdo os dados referentes as perdas de massa, com a sua derivada em

vermelho, e as linhas azuis sao relacionadas com os dados de DSC.
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FIGURA 19. TERMOGRAMAS ANALISADOS DOS MATERIAIS E MPS.
4.2.6.1. TG/DTG
Em todos os termogramas mostrados para cada um dos materiais
utilizados neste trabalho, é possivel observar que o processo de perda de massa
nao ocorre em uma Unica etapa. Cada etapa de perda de massa esta
relacionada com evento moleculares que ocorrem em funcéo da adicéo de calor
no sistema (Vyazovkin et al., 2018). Nos termogramas, ainda estao indicados o

percentual de perda de massa em cada uma das etapas.
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Para a curcumina é possivel observar que as perdas de massa ocorrem
em trés etapas. A primeiro esta relacionada a desidratacdo e evaporacdo de
agua, a segunda e a terceira etapa estéo relacionadas com o inicio do processo
de degradacgao do composto (Parize et al., 2012).

Para a quitosana e o HPMC, ambos conservam estruturalmente algumas
semelhancas. Desta forma, a andlise pode ser feita conjuntamente. Em ambos o
processo ocorre em trés etapas, havendo uma desumidificagdo, uma segunda
etapa de desidratacdo, com remocdo da agua que estd mais fortemente
interagindo com as cadeias poliméricas e finalmente a degradacdo da cadeia
polimérica na terceira etapa de perda de massa (Verma & Garg, 2004). Para o
HPMC as curvas de perda de peso mostraram que a remog¢éo de 4gua a 27°C,
com perda de 4,45% de massa e continua até 142°C, com perda de menos de
1% de massa. Acima de 200 °C, uma reducéo adicional do peso da amostra
(2,85%) indicou o inicio da degradacao da hipromelose (Cespi et al., 2011). Na
quitosana este processo comeca a 40 °C e se estende até cerca de 110°C com
perda de agua de cerca de 10% da massa total do material. Uma segunda etapa
de perda de massa vai até 200°C e a partir dai inicia-se o processo de

degradacéao polimérica (Neto et al., 2005), com perda de massa de 28%.

O Termograma do TPP apresenta cinco regifes de perda de massa. Por
se tratar de um cristal, com estrutura dos cristalitos variada, bem como com
diferentes intensidades de interacdo com a agua, e devido ao fato de ser soluvel
neste solvente, as interacdes com a agua vao ocorrer de modo diferente. O
primeiro evento ocorre antes de 90°C com perda de massa de 1,08%; segundo
em 93°C, com perda de 0,28%; o terceiro préximo a temperaturas de 120°C com
perda de massa de 3,8%; o0 quarto evento entre 176°C e 201°C com perda de
0,462% e o quinto evento foi entre 220°C e 369°C com perda de massa de
0,751%. Dessa forma, a primeira etapa de degradacéo correspondeu a uma
perda de agua de superficie e as perdas subsequentes foram devido a superficie
de area reduzida do sal (COSTA, n.d.)

As MPs sem curcumina apresentam eventos de perda de massa em duas
etapas. O primeiro evento, com perda de massa de 12%, ocorre com pico a

120°C, e uma possivel explicacdo para isso pode ser que tais eventos podem
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estar relacionados com as perdas de massa de desumidificacdo e desidratracédo
dos polimeros. Posteriormente, € possivel visualizar um evento de perda de
massa marcante, com 16% de perda de massa, com pico a 283-284°C, que
pode ser associada ao inicio da degradacdo de um dos polimeros,
provavelmente da quitosana, por apresentar isoladamente temperaturas de
degradacdo mais baixas que o HPMC (Porfirio et al., 2015). Como era de se
esperar, as MPs nao liofilizadas apresentaram um pouco mais de perda de
massa percentual (71%) que as MPs liofilizadas (70%). Isso se deve ao maior

conteudo de agua das primeiras MPs.

Nas MPs contendo curcumina € possivel observar trés eventos de perdas
de massa, dois semelhantes aos que foram discutidos anteriormente, para as
MPs sem curcumina. O primeiro evento ocorreu a uma temperatura mais baixa,
pico a 100°C, indicando que as interacfes destes sistemas com a agua ocorrem
de modo menos intenso, o que é reforgcado pela menor perda de massa de agua,
cerca de 10% nestes sistemas e 12% nos primeiros. O segundo evento € muito
semelhante ao observado no termograma da curcumina, no seu evento de
fusdo, em cerca de 180°C, o que pode ser indicativo de um evento relacionado
com a curcumina. E o terceiro evento, a 288°C, sofreu um leve deslocamento,
quando comparado as MPs brancas, para uma temperatura maior, o que pode
ser relacionado com um efeito termoestabilizador da curcumina, devido a uma
interacdo da curcumina com o grupo amino da quitosana, que estabiliza mais o
sistema energeticamente, aumentando assim a necessidade de adicdo de
temperatura para iniciar a degradacdo deste polimero. O primeiro e o terceiro
evento encontram apoio um no outro, visto que 0s principais grupos que
interagem com agua na quitosana sdo as aminas e hidroxilas. No caso de a
curcumina interagir com estes grupos, especialmente a amina, a agua perde
grupos quimicos interativos, reduzindo assim a sua propor¢cdo nas MPs com
curcumina. Essas suposi¢coes e observacdes sdo compartilhadas por Neto et. al.
(Neto et al., 2005)

4.2.6.2. DSC

O termograma da curcumina mostra um pico endotérmico, a
aproximadamente 181,88°C, correspondente aos dados de literatura para a sua
temperatura de fusédo (180-182°C)(Fugita et al., 2012). Apos o evento de fusao é
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possivel acompanhar uma regido exotérmica da linha de base do termograma,

indicando uma subsequente degradacao da cucumina (Fugita et al., 2012).

As curvas de DSC do HPMC mostra uma um vale endotérmico inicial,
relacionado com a evaporacdo de agua, e uma decrescente posterior, que pode
se relacionar com o movimento das moléculas com aumento de temperatura.
Entre 142,5°C e 174,37°C foi possivel atribuir & Tg do HPMC, sendo que em
muitos trabalhos essa temperatura € observada em 152°C, 154°C, 157°C e até
mesmo 180°C, essas variacOes estdo relacionadas a variacbes nas cadeias
poliméricas, mas especialmente ao conteudo de agua do material (Ford, 1999).
Para o HPMC elevados teores de agua sdo capazes de reduzir a sua Tg,
considerando uma perda de massa atribuida a desidratacdo para o material
estudado de 4,5%, pode-se justificar essa variacdo pelo seu elevado contetdo

de agua.

A curva de DSC da quitosana mostra um vale inicial, com um ponto em
destaque em 65.21°C, que neste trabalho, foi atribuido a uma transi¢do vitrea
(Tg) da quitosana. Apesar de a Tg da quitosana ser alvo de debates, com
autores discordando sobre a sua localizacdo e este parametro ser dependente
do grau de acetilacdo, teor de umidade e tamanho da cadeia polimérica.
Lazaridou e Biliaderis em 2002, sugeriram que a Tg da quitosana esta

compreendida em uma regido de temperatura que vai de -23°C a 67°C.

As curvas de DSC do TPP mostram varios vales endotérmicos,

associados a etapas de desidratacao dos cristais.

Nos graficos de DSC das MPs brancas é possivel observar uma transicao

vitrea a uma regido de temperatura de 55 a 60°C, associada a quitosana. Para o
sistema liofilizado foi possivel observar que a Tg ocorre a uma temperatura mais
baixa, isso pode ser associado ao fato de que a liofilizagdo € um processo que
promove a amorfizacdo de sistemas contendo polimeros. Como a liofilizacao s6
foi realizada apdés a secagem do material isso pode ter ocorrido em uma
extensdo muito pequena, o que justificaria a pequena variacdo. Essa explicagao
encontra fundamentacdo quando se observa o tamanho estimado de cristalito
(DRx) para as MPs brancas liofiizadas ou ndo, onde as MPs liofilizadas
apresentam tamanho de cristalito muito menor que as MPs néo liofilizadas. Para
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o HPMC néo foi possivel verificar uma regido especifica demarcando algum

evento térmico nas MPs brancas.

Nos gréficos de DSC das MPS contendo curcumina, liofilizadas ou néo, &
possivel observar duas regides de transicao vitrea. A primeira como foi discutido
anteriormente, relacionada a quitosana, neste caso ndo houve variacdo da Tg
em ambos os casos (MPs Cur), que ocorreu em 66°C. Quando comparado com
as MPs brancas, é possivel verificar que a Tg se deslocou para uma temperatura

mais elevada, fato também observado para o HPMC.

Para o HPMC, é possivel verificar eventos de Tg em 162°C (liofilizado) e
166 °C (ndo liofilizado). Aparecem regibes associadas a transicdo vitrea do
HPMC, porém em temperaturas mais elevadas quando comparada com oS
dados observados para o polimero puro. Ainda é possivel observar eventos de
perdas de massa, associados a curcumina em temperaturas mais elevadas que
a temperatura de fusao desta molécula, o que pode ser indicativo de que a sua
forma cristalina original foi alterada. Essas informacdes, nos levam a crer, que a
presenca da curcumina nos sistemas, interagindo com os dois polimeros exerce
um efeito estabilizador termodindmico sobre os polimeros, representado pelo
deslocamento das temperaturas de Tg dos materiais, para temperaturas maiores
para os polimeros. No caso da curcumina interacfes polimeros-curcumina,
atuam, aumentando a sua temperatura de fusdo, eventos de mudanca de
temperaturas de fusdo da curcumina, interagindo com quitosana também ja
foram observados por Parize e colaboradores em 2012 e Pan e colaboradores
em 2006. Associando essas inferéncias aos dados de DRx que mostram um
perfil altamente amorfo de ambos os sistemas, que encontra fundamentacéo
tedrica na base teorica utilizada para explicar a formacao de dispersdes sélidas.
E possivel que os polimeros possam interagir com a curcumina dissolvida em
um meio (contendo tensoativo) a fim de impedir sua recristalizagdo numa forma
cristalina, o que a tornaria mais sollvel e no caso destes estudo mais estavel
(Boruah et al., 2012; Das, 2013).

4.2.7. Eficiéncia de encapsulacéao e teor

87



A analise dos resultados abaixo permite inferir que ndo ha diferencas
significativas de teor e eficiéncia de encapsulacdo entre as MPs liofilizadas e néo
liofilizadas. A tabela 5 mostra os dados para as MP liofilizadas e néo liofilizadas

contendo curcumina.

TABELA 5. PARAMETROS DE EE% E TEOR DE CURCUMINA NAS MPS

MP EE% Teor
Liofilizada 55,91% +0,22% 0,0838
+ 0,0004 mg.mg
(eqv. 8,4%)
Néo liofilizada 55,46% +4,11% 0,0754
+0,0073 mg.mg
(eqv. 7,5%)

A eficiéncia de encapsulacdo das MPs liofilizadas e nao liofilizadas, bem
como o teor de farmaco encapsulado nao diferiram significativamente (P>0,05), isso
era esperado j4 que o método de encapsulacao utilizado foi o mesmo. Entretanto, é
possivel observar que as MPs liofilizadas, quando ignotos os valores de desvio
padrdo, parecem apresentar valores superiores, isso esta associado ao fato de que
a liofilizacdo remove a agua que ainda esta nas MPs, que foram secas por método
convencional. Essa remocdo de agua promoveu uma reducdo da massa das MPs e
como consequéncia disso, é possivel observar um leve aumento da massa de

farmaco em relagéo ao total da MP.

Ja uma analise mais cuidadosa do desvio padrdao mostra uma variabilidade
maior das MPs ndo liofilizadas. Isso se justifica pelo fato de que a liofilizacédo
posterior a secagem aberta promove uma remoc¢do de agua semelhante, pois se
trata de um processo que ocorre em um ambiente com condicdes de secagem
padronizadas e semelhantes. Isso promove a remocdo de quantidades muito

parecidas de agua do sistema o0 que ndo ocorre com o método de secagem aberta.

De modo geral, com valores acima de 50%, podemos considerar que 0sS
sistemas apresentaram elevada eficiéncia de encapsulacédo, quando comparado a

média de sistemas obtidos por meio da técnica de geleificagéo ionotropica (Ng et al.,
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2020). (Hwang & Shin, 2018) obtiveram valores de eficiéncias de encapsulacdo (%)
de microparticulas de pectina-quitosana carregadas com curcumina que variaram
entre 42 e 62%.

O fato de a geleificacdo ionotropica ser uma técnica em que a particula fica
em um meio liquido durante a sua formacéo permite que o farmaco migre para o
meio em questdo (solu¢cdo de TPP), soma-se a isso o fato de que as particulas
foram adicionadas de tween-20 que promove um aumento de solubilidade da
curcumina na agua, sendo assim a perda de farmaco durante a formacéo das MPs,

por meio da geleificacdo ja era um fenbmeno previsto.

4.2.8. Absorcao de Liquidos

O estudo do perfil de absor¢cao de liquido de uma matriz polimérica candidata
a ser um sistema farmacéutico de liberacdo controlada, oferece importantes
informacBes sobre a captacdo de agua (normalmente) que é um processo fisico-
quimico importante que, em Ultima andlise, influencia a cinética de liberacdo do
farmaco. Portanto, este parametro deve ser entendido e criteriosamente com
objetivo de se obter um sistema de liberacdo realmente controlado (Rapier et al.,
2021).

As MPs séo constituidas pela quitosana e pelo HPMC, ambos solluveis no
meio testado; entretanto, a quitosana necessita de uma etapa adicional de
reprotonacdo para interagir com o solvente, jA o HPMC ndo necessita e sua
reidratac@o € mais rapida.

Na Figura 20 é possivel visualizar o perfil de absorcéo de liquido de cada um

dos sistemas.
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FIGURA 20. PERFIL CINETICO E MODELO AJUSTADO PARA O ESTUDO DE ABSORGAO DE LIQUIDOS DAS MPS

Os sistemas apresentam diferencas consideraveis entre os perfis de absorcdo

de liquido. E possivel verificar duas tendéncias de absorcdo de liquido, uma
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sigmoide para os sistemas secos sem a liofilizacdo e um linear para os sistemas que

foram liofilizados apos a secagem.
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FIGURA 21. PERCENTUAL DE LIQUIDO ABSORVIDO POR CADA TIPO DE MP EM DIFERENTES TEMPOS.

Uma das principais observacdes do experimento, pode ser mais

7

adequadamente observada, ainda no grafico da figura 20, é o fato de que as
estruturas liofilizadas ndo apresentaram cinética de absorcdo diferentes entre si,
indicando que neste caso o fato de estar amorfo ou ndo, nao interferiu
significativamente sobre o perfil de absorcéo de liquido (linear). Os modelos lineares
sao geralmente indicadores de processos que as suas velocidades sao dependentes
apenas do tempo, e consequentemente sd0 processos com taxas mais elevadas
(Siepmann & Peppas, 2012). A outra observacao, que pode ser vista na Figura 21, é
o fato de que as estruturas liofilizadas durante todo o experimento sdo capazes de
absorver, aproximadamente 10 vezes mais liquido do que as estruturas nao

liofilizadas.

E possivel observar que os sistemas ndo liofilizados apresentaram perfil
cinético de absorcdo de liquido semelhantes entre si, e a MP branca liofilizada,
apresentou um volume de absorcédo de liquido maior que os demais. Isso pode se

correlacionar com as imagens observadas por MEV, que mostram muitos vacuolos
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na estrutura interna da MP associada a auséncia de curcumina, uma molécula
lipofilica, com baixa afinidade pela agua, e ainda somando-se a hipétese de que os
polimeros podem estar interagindo com a curcumina e, portanto apresentando

menos sitios de interacdo com liquido é uma hipétese razoavel.

Uma outra observacdo € que pela técnica de DRXx, as estruturas nao
liofilizadas mostram que ambas conservam estruturas cristalinas, com tamanhos de
cristalitos sensivelmente diferentes. Materiais com cristalitos (e menos amorfos)
menores tendem a ter cinética e solubilidade menor que os amorfos, pois
representam menos sitios de interacdo com a agua, entretanto cristalitos menores
sdo mais sollveis que os materiais (mesmos materiais) que apresentam cristalitos
maiores. Por isso, sistema branco sem liofilizar, com cristalitos maiores, se ajusta
melhor ao modelo sigmoidal, que € caracterizado por uma etapa, inicial lenta de
absorcdo, o que ndo € visto no sistema branco liofilizado, que apresenta uma
cinética linear, com velocidade constante durante todo o experimento, com volume

de liquido absorvido, maior do que do modelo sigmoide.

4.29. Estudo de liberacdo in vitro da curcumina a partir de
microparticulas gastroretentivas.

Como ja foi citado anteriormente, antes de se realizar os ensaios de liberacéo
é fundamental conhecer a dose de farmaco a que se pretende testar, a eficiéncia de
encapsulacédo e teor, bem como estabelecer a condi¢cao sink do meio de dissolucéo.
O valor para a condicdo solubilidade da curcumina no meio de dissolucéo testado &
de 0,447934+0,010619 mg.mL. Assim a condicdo sink devera ter capacidade de
dissolver de 5 a 10 vezes a concentracdo de farmaco que sera testada.

4.2.8.1. Andlise dos mecanismos de liberagéo in vitro da curcumina

Os sistemas de liberacdo modificada de farmacos sdo planejados com
objetivo de contornar algumas limitagBes relacionadas ao farmaco ou ao processo
de absorcdo, focando sempre na efetividade e seguranca. Tais sistemas sao
capazes de melhorar a biodisponibilidade, e dirigir a entrega de farmacos para um
microambiente especifico, local de agdo ou 6rgdo. Adicionalmente, o adequado

planejamento dos sistemas de liberagdo modificados pode conferir melhor adesao
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do tratamento por reduzir a necessidade posolégica, por serem capazes de liberar
os farmacos por longos periodos. (Pandey et al., 2018).

Os ensaios de liberacao/perfil de dissolucdo séo estudos in vitro capazes de
estabelecer boa correlacdo com a biodisponibilidade in vivo. A partir deste tipo de
estudo é possivel estabelecer um perfil cinético de liberacdo do farmaco nas
condicdes fisiologicas desejadas, bem como a taxa com que este processo ocorre.
Assim € possivel classificar um sistema, de acordo com o seu perfil de liberagéo,
como sistema de liberacao rapida, média, muito rapida ou lenta/controlada(Costa &
Sousa Lobo, 2001; Spagnol et al., 2018).

A liberacdo do farmaco a partir de matrizes poliméricas costuma ser mais
lenta e sustentada que as formas farmacéuticas convencionais, € 0 processo €
dirigido por etapas ndo necessariamente sequenciais, mas que tem relagéo direta
com as caracteristicas fisico-quimicas dos materiais utilizados. Os principais eventos
envolvidos na liberacdo de um farmaco a partir de sistemas farmacéuticos matriciais
poliméricos sdo: hidratacdo, intumescimento, difusdo e erosdo ou mesmo
desintegracdo (Andréia B Meneguin et al., 2018).

Para a realizacdo dos ensaios de liberacdo € preconizado o uso de
equipamentos especificos munidos de aparatos adequados para cada forma
farmacéutica a que se deseja investigar. As farmacopéias instituem o uso de
equipamentos dissolutor, podendo ser usado diversos tipos de aparattus, os mais
utilizados séo o | (cestas) e o Il (pas) (USP 26-NF 21, 2003).

Os cestos sdo aparatos que apresentam como principal vantagem o
confinamento da amostra em um espaco reduzido, eliminando o viés da conveccao
de formas farmacéuticas de dimensdes reduzidas e prevenindo a flutuacdo ou a
adesdo do sistema em alguma parte da cuba de dissolugcdo ou mesmo nas pas.
Entretanto, cuidado adicional deve ser tomado para que 0 meio esteja
adequadamente degaseificado para evitar a formacdo de bolhas, além de que a
guantidade de sistemas farmacéuticos seja adequada para o cesto escolhido, a fim
de evitar que as MPs se aglomerem e mantenham-se grudadas, reduzindo a area de
contato com o meio, bem como a deposi¢cdo de bolhas nos poros do cesto ou da
propria forma farmacéutica. Esses cuidados podem reduzir sensivelmente os

problemas relacionados a reprodutibilidade do método.
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Fatores relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do sistema também
devem ser cuidadosamente avaliados antes do estudo de liberacdo, pois séo
responsaveis pela alteragcdo do perfil de dissolucdo e liberacdo do farmaco. Os
principais fatores sdo: a solubilidade do farmaco e dos polimeros formadores das
MPs, o tamanho, densidade e esfericidade de particula, o polimorfismo, grau de
cristalinidade (tamanho do cristalito) e estado vitreo dos polimeros, dentre outros.
Parametros criticos de processo, como o método de secagem, liofilizacdo ou
secagem por leito fluidizado, podem interferir grandemente sobre o perfil de
liberacdo dos farmacos.

Entretanto, antes da realizacdo do ensaio de liberacdo € fundamental
determinar alguns parametros para que os resultados obtidos possam refletir com o
maximo de proximidade o resultado real. Primeiramente, deve-se estabelecer o meio
de dissolucdo adequado para o experimento. Neste estudo, como o objetivo € a
entrega e liberacdo de farmacos no estbmago, o meio deve apresentar pH na faixa
de 1,2-1,4, sendo necesséario realizar ajuste para que se estabeleca a condi¢édo sink
do meio para o farmaco em questédo (Costa & Sousa Lobo, 2001; Gibaldi & Feldman,
1967; Timmermans & Moés, 1994).

Entdo, a partir dos dados encontrados para os tempos determinados para o
ensaio de liberacdo, é possivel realizar o ajuste dos dados a modelos estatisticos ja
existentes ou a sugestdo de modelos empiricos, em que com a devida interpretacdo
torna-se possivel hipotetizar acerca dos eventos que governam os mecanismos de

liberacdo encontrados na Figura 22 (Costa & Sousa Lobo, 2001).
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FIGURA 22. GRAFICOS DE LIBERACAO DE CURCUMINA PARA MP LIOFILIZADA E NAO LIOFILIZADA

Nos gréaficos da figura 22, obtidos a partir da triplicata do estudo de liberacao
€ possivel observar em A, que o processo de liberacdo ocorre a uma taxa mais
rapida, com quase 80% do farmaco sendo liberado em 500 min. Ja para o sistema
nao liofilizado, esse percentual de liberacdo sO € alcancado apdés o dobro deste
tempo. Isso mostra o quanto a liofilizacao foi capaz de impactar sobre o processo de
liberagdo da curcumina, o perfil observado nos permite inferir que estamos lidando
com duas formas farmacéuticas diferentes, MP liofilizada e MP. Apesar de diferentes
ambos o0s sistemas sdo capazes de liberar 100% da curcumina em até 24 h e ao

final observou-se a completa desintegracédo das MPs.

Em ambos os sistemas, também é possivel perceber que nos tempos iniciais
h&a um atraso na liberagcdo da curcumina, ndo sendo possivel observar efeito burst.
Isto pode ter ocorrido como resposta ao fato de que a MP precisa inicialmente se
molhar e subsequentemente reprotonar as cadeias de quitosana antes de dar inicio
ao processo de liberacdo, somando-se a isso, existe o HPMC que é um polimero
conhecido por diminuir as taxas de liberagdo e difusdo de farmacos, por ser capaz
de formar camadas gelatinosas, que tornam o perfil de liberacdo dos farmacos em
meios aquosos(El Nashar et al., 2017). Este fendbmeno é positivo, pois mantém a
curcumina dentro da MP nos minutos iniciais, até que a quitosana esteja
parcialmente protonada e capaz de aderir & mucosa gastrica, e liberar o farmaco

neste local. Por ser capaz de se molhar a uma taxa mais elevada, o HPMC , desde o
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momento inicial, &€ responsavel por formar uma barreira que auxilia na retencédo da

liberacdo do farmaco (A. Kumar et al., 2015).

Apébs observar os gréficos A e B, da figura 22, fica claro que os mecanismos
de liberacdo a partir de cada um dos sistemas sao diferentes ou apresentam
composicdo de fendmenos que contribuem de maneira diferente. Tais eventos
podem ser mais bem esclarecidos com o uso de modelos matematicos adequados e

bem ajustados para cada um dos processos cinéticos em questao.

O mecanismo de liberagcdo da curcumina a partir de cada uma das MPs de
liberacéo foram avaliados através do ajuste dos dados aos modelos de Primeira-
Ordem, Higuchi, Hixson—Crowell, Korsmeyer-Peppas (Quadros 1 e 2). Os melhores

ajustes para cada uma das MPs foram plotados graficamente (Figuras 23 e 24).

QUADRO 2. AJUSTE DE MODELOS PARA AS MPS LIOFILIZADAS CONTENDO CURCUMINA.

Modelo Equacéo n K R2 w
Primeira | F=100%(1-exp(-k*t)) 0,0022+ 0,9791 | 0,8219
ordem 0,0001
Hixon F=100*(1-(1-k*t)"3) 0,0006 + 0,9808 | 0,8939
e 2,818E-005
Crowell
Higuchi | F=k*sqrt(t) 2,6614+ 0,9471 | 0,8983
0,0817
Peppas F=k*t"n 1,1714 +- 0,6222 +_ 0,9682 | 0,7725
0,2514 0,0311
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LIOFILIZADAS

Os dados obtidos para o perfil de liberacdo de curcumina, a partir das

microparticulas liofilizadas, podem ser vistos na Figura 23, e é possivel observar no

quadro 2 que se ajustaram, estatisticamente, melhor aos modelos cinéticos de

Hixon-Crowell e de primeira ordem, determinado pelo valor de R2 em comparacao

com o0s outros modelos. Ainda que o modelo de Peppas ndo tenha sido o mais
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adequado para as MPs supracitadas, o ajuste e uso do modelo de Korsmeyer-
Peppas ajuda a compreender e categorizar o mecanismo de liberacao do farmaco na
difusdo Fickiana, ndo Fickiana, transporte caso Il e transporte Super Caso Il (Dash et
al., 2010).

Para a MP liofilizada o elevado valor de n (1,17), indica que a cinética de
liberacdo da curcumina é um super caso Il ndo Fickiana (Liechty et al., 2010; Peppas
& Sahlin, 1996; Ritger & Peppas, 1987). O valor de n>0,85 indicativo de uma
geometria esférica é corroborado pelo aspecto visual das microparticulas,
observados pela analise microscopia.

O mecanismo de liberacéo do tipo Super Caso Il envolve uma relacao entre a
temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos polimeros ou sistema polimérico e a
temperatura de meio. A Tg do sistema estudado € maior que a temperatura em que
foi realizado o experimento (37,5°C), assim quando a temperatura do meio de
liberacdo € menor que a Tg (por exemplo, polimeros vitreos), um mecanismo nao-
Fickiano é observado. A velocidade de penetracdo do solvente é a diferenca mais
importante entre os mecanismos nao Fickianos de transporte do Caso Il, Caso
Andmalo e Super Caso Il. No Caso Il, a velocidade de penetracdo do solvente é
menor que a relaxacao polimérica. No caso de transferéncia anémala, a velocidade
de relaxamento polimérico e difusdo de solvente é igual. Finalmente, no transporte
Super Caso I, a velocidade de penetracdo do solvente é alta, o que melhora o
transporte do solvente(Garg & Gupta, 2008; Ritger & Peppas, 1987; Siepmann &
Peppas, 2012).

O resultado da modelagem cinética sugere que o mecanismo de liberacdo da
curcumina foi devido a difusdo através da matriz intumescida e, em certa medida, a
porosidade da estrutura da matriz que é preenchida com agua em vez de erosao. O
modelo de primeira ordem diz muito a respeito do processo de transferéncia de
curcumina para o meio, mostrando que a transferéncia da curcumina na matriz foi a
etapa limitante.

Aléem da formacdo de uma rede gelatinosa, ainda que fraca, que em primeira
instancia, funciona como barreira fisica a difusdo da curcumina para o meio, 0S
dados de FTIR indicam que ocorrem interagcdes intermoleculares do tipo ligacao de
hidrogénio entre a curcumina e a MP, podendo indicar a existéncia de uma barreira

guimica com papel importante sobre a liberacdo da curcumina no meio.
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Para as MP ndo liofilizadas, os modelos de primeira ordem e Peppas foram os

gue os dados melhores se ajustaram, respectivamente.

Este sistema parece reter mais a liberacdo da curcumina, apresentando taxas
menores, quando comparado as MPs liofilizadas, que apresentam um perfil de
liberacdo mais rapido, tendo liberado 60% da curcumina em 500min, enquanto o
sistema nao liofilizado apresenta este mesmo percentual de liberacdo, somente apos
1000 min. Entretanto, em ambos os sistemas foi possivel observar um perfil global,

bastante semelhante.

Diferentemente das MPs liofilizadas, os sistemas nao liofilizados apresentam
uma liberagéo bastante linear e uma taxa mais lenta, indicando que apresentam um
maior controle da liberacdo do farmaco. O que pode ser explicado pelo fato de que a
nao liofilizacdo permite a formacdo de uma estrutura menos porosa e, talvez com
mais ligacdes de hidrogénio inter- e intramolecular. As ligacdes de hidrogénio
atuariam como estabilizadores da estrutura da MP, dificultando a sua desintegracao.

O modelo de primeira ordem foi inicialmente aplicado por Gibaldi & Feldman,
em 1967, com base na lei da difusdo de Fick. A taxa de liberagcdo de um modelo de
liberacdo de primeira ordem depende da concentracao liberada. Em outras palavras,
a forca motriz em tais processos de liberacéo € a diferenca entre a concentracéo de
farmaco dentro e fora do revestimento do material encapsulado. A concentracdo do
farmaco dentro das MPs (reservatério) diminui ao longo do processo de liberacao,
liberando o farmaco através da camada intumescida das MPs. O fato de o modelo
de primeira ordem ser linear € comum e provavel que ocorram desvios entre o
modelo predito e o modelo obtido. (Gibaldi & Feldman, 1967).

Em ambos os casos foi possivel observar que a liberagdo foi prolongada por
24 horas, podendo os dois sistemas serem considerados como sistema de liberagéo
sustentada de farmacos, o que implica na liberacdo lenta e gradual do farmaco e no
favorecimento da manutengcdo 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).
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Os perfis de liberacdo de curcumina no meio gastrico simulado sdo préximos
dos observados em outros trabalhos que desenvolveram microparticulas utilizando
quitosana reticulada com TPP, ou quitosana complexada com alginato (Akolade et
al., 2018). Porém, em nosso estudo foi possivel liberar toda a curcumina no periodo
de 24h o que nao foi observado no estudo citado. Essa informacdo € um forte
indicador que grande parte do perfil e do processo de liberacdo da curcumina a partir
das MPs obtidas € regido majoritariamente pela quitosana; entretanto, existe uma
participacdo importante do HPMC, que permite a completa desintegracdo da

particula.
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4.2.10. Estudo de Mucoadesao in vitro.

A forca mucoadesiva indica a forca necessaria para destacar o disco de
mucina da amostra ap0s o contato, enquanto o trabalho de ades&o considera a
forca de desprendimento versus o perfil de deslocamento (Popeski-Dimovski,
2015; Rossi et al., 2014). Na Figura 25 e tabela 6 € possivel visualizar os dados

e comparar numericamente essas informacoes.

Trabalho e forca de mucoadeséo para as MPs
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FIGURA 25. GRAFICO DOS DADOS COMPARATIVOS PARA TRABALHO DE ADESAO (ESQUERDA) E FORCA MUCOADESIVA (DIREITA),
PARA AS MPS. B NL- BRANCA NAO LIOFILIZADA; CUR NL-NAO LIOFILIZADA CONTENDO CURCUMINA; B L- BRANCA LIOFILIZADA;

CUR L-LIOFILIZADA CONTENDO CURCUMINA.
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TABELA 6. TRABALHO DE MUCOADESAO E FORCA DE MUCOADESAO E AVALIADOS COM DISCO DE MUCINA DAS
MICROPARTICULAS FORMADAS.

Amostra Trabalho (N.s) Forca (N)
MP Branca NL 0,533 + 0,320 0,578 + 0,257
MP Curcumina NL 0,292 + 0,118 0,536 + 0,046
MP Branca L 0,601 + 0,080 0,698 + 0,200
MP Curcumina L 0,629 + 0,305 1,117 +£ 0,080

Ambos os parametros ndo demonstraram diferenca estatistica entre as
amostras analisadas (p < 0,05), indicando que o processo de liofilizacdo bem
como a insercao de curcumina nao impactou nas propriedades mucoadesivas da
microparticula. Entretanto, é possivel observar que para ambos 0s parametros,
elevados valores de desvio padrdo foram encontrados. Isso ja foi reportado em
diversos outros estudos envolvendo andlise de mucoadesao pelo método em
guestao e valores elevados tanto para DP quanto pra coeficiente de variacéo ja
foram reportados por trabalhos semelhantes (Jones et al., 1997; Marques et al.,
2017). Adicionalmente, os valores obtidos de trabalho de mucoadesao e de forca
mucoadesiva contemplam o que é encontrado na literatura para o tipo de
sistema desenvolvido, demonstrando o0 potencial mucadesivo das
microparticulas produzidas no presente trabalho (Boni et al., 2021; Moreno et al.,

2018).

O mecanismo de mucoadesdo ndo pode ser explicado através de uma

Unica teoria, sendo este fenébmeno resultado de interacdes mecéanicas e fisico-
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quimicas entre os materiais que estdo interagindo(Boddupalli et al., 2010).
Atualmente, o processo de mucoadesao entre sistemas contendo polimeros
carregados eletricamente como a quitosana pode ser, parcialmente, explicado,
majoritariamente pela interacdo de cargas positiva do polimero e negativas do
acido sialico presente no muco, bem como o estabelecimento de ligacdes de
hidrogénio e forca hidrofébicas com os componentes do muco (Sogias et al.,
2008). No caso do HPMC, que nao possui carga, a explicacdo mais provavel é o
estabelecimento de ligacbes de hidrogénio entre os componentes do muco e
este polimero (Zhang et al., 2021). E importante que fique claro que este é um
processo dinamico, que envolve e utiliza conceitos das teorias da molhabilidade,
elétrica, adsorcédo e interpenetracdo (Carvalho et al., 2010; Khutoryanskiy, 2014;
M Ways et al., 2018; Peppas & Sahlin, 1996), para explicar satisfatoriamente
adesdo das MPs. Deste modo, as interfaces devidamente hidratadas podem
estabelecer interagbes iniciais entre as interfaces, seguindo-se do
desenovelamento e a interpenetracdo das cadeias poliméricas, com a interacao
dos polimeros com componentes do muco por diversos tipos de interacdes
intermoleculares e formacéo de regides de forte atragéo intermolecular, atuando
como uma espécie de “engate mecanico e molecular’ que mantém as MPs

aderidas a regido.

O fato de que as MPs apresentaram resultados muito semelhantes,
indicando que nem o processo de liofilizagdo, nem a inclusdo de curcumina
impactaram sobre esta propriedade, deve ser encarado como um ponto positivo
e vantajoso para este tipo de sistema, indicando que as MPs obtidas sao
sistemas farmacéuticos bastante robustos quanto a esta propriedade, podendo

veicular outras moléculas, a priori, sem perder a sua mucoadesividade.
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4.2.11. Ensaio do efeito gastroprotetor in-vivo

A acdo anti-Ulcera/gastroprotetora medida no presente estudo reflete o
efeito gastroprotetor dos tratamentos testados. Os tratamentos foram
confrontados com os dados de controle (animais que ndo receberam nenhum
tratamento e foram expostos a indometacina) e com os animais tratados com
omeprazol. Os animais pertencentes ao controle negativo, iogurte, nao

apresentaram indicios de Ulcera.

As andlises estatisticas de controle mostram a presenca de valores discrepantes
da populacao testada. A tabela 7 mostra o teste de Grubbs para todos os tratamentos e
a tabela 8 mostra os valores removidos. A remocéo destes valores foi importante para
evitar que possiveis erros sistematicos capazes interferir nas inferéncias estatisticas e

poder dos testes utilizados.

TABELA 7. SUMARIO DE DADOS PARA TESTE DE GRUBBS.

Varidvel N Média DesvPad Min  M&x G P
CP 7 29,8 275 121 79,0 1,79 0,241
OMP 8 3,306 1,253 1,150 5,560 1,80 0,330
LB 7 21,65 12,64 12,26 43,66 1,74 0,027
NLB 8 14,24 12,11 2,18 36,76 1,86 0,253
LCur 8 8,70 466 4,34 19,32 2,28 0,009
NLCur 8 7,06 534 0,00 17,15 1,89 0,218
C2Cur 6 5,23 2,63 140 8,66 1,46 0,669
FC2 6 12,06 551 6,82 21,34 1,69 0,257

TABELA 8. DADOS REMOVIDOS POR SEREM CONSIDERADOS OUTLIERS PELE TESTE DE GRUBBS.

Variavel Linha Ouitlier

LB 5 43,6573
LCur 2 19,3221
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Os valores de gastroprotecdo ajustados e sem os outliers, sdo mostrados nos

graficos da figura 26 e no infografico da figura 27, é possivel analisar a comparacao das
médias, para apar de grupos.

Comparacédo entre os tratamentos

30+
c bc

<
S 204 bc abe
©
=]
: 1
)
Lo
>
]
® 10+
<C

0 1 1

Controle OMP LB NLB LCur  NLCur Cur2zmg_1

Tratamento

FIGURA 26. GRAFICOS DE BARRAS E DESVIOS PARA CADA GRUPO DE ANIMAIS E SEUS TRATAMENTOS.

E possivel observar, nos graficos 1 e 2 (Figuras 26 e 27), que os indices
de lesédo dos animais tratados com omeprazol (OMP) e néo tratados (controle)
sdo estatisticamente diferentes, isso era previsivel, jA que o omeprazol é um

tratamento reconhecidamente utilizado para casos de ulcera gastrica (Brunton et
al., 2012).
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Comparagao entre as médias de ulcera por tratamento
ICs Simultdneos de 95% de Tukey
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes.

FIGURA 27. INFOGRAFICO DE COMPARAGCOES ENTRE DIFERENTES TRATAMENTOS MEDIA A MEDIA.

Entretanto, as informacdes mais importantes do presente estudo estao
apresentadas no infografico da Figura 27, de comparacdo de médias entre 0s
grupos de MPs com e sem curcumina. Nos grupos contendo curcumina,
liofilizada ou ndo (Lcur e NLCur), sdo observados indices de gastroprotecéo
préximos dos observados no grupo OMP. Isso néo € verificado nas MPs sem
curcumina, levando a conclusdo de que os componentes das MPs isoladamente
nao apresentam efeito gastroprotetor pronunciado quanto a curcumina livre, que
mesmo isoladamente apresentou um efeito gastroprotetor. Deste modo a
presenca de curcumina na MPs é responsavel pelo seu efeito gastroprotetor.
Apesar de a curcumina isoladamente também exercer efeito, é possivel notar
que as médias encontradas para os sistemas (MPs) sdo mais baixas que as
médias encontradas para a curcumina livre. E que por se tratar de um
experimento in vivo era de se esperar desvios relativamente grandes, devido as

idiossincrasias inerentes aos diferentes animais.

Os resultados encontrados no presente estudo encontram fundamento em
outros estudos, como € o caso do trabalho realizado por (Diaz-Triste et al. 2014),
que avaliou o efeito gastroprotetor da curcumina comparando com o omeprazol
em Ulceras gastricas induzidas por indometacina em ratos. Os resultados
encontrados, apesar de ndo poderem ser comparados numericamente, pois 0s

autores, naquele trabalho escolheram representar os resultados como Ulcera
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total em mm e aqui representamos como percentual de area ulcerada, € possivel

verificar a mesma tendéncia.

No trabalho supracitado, a curcumina ndo foi administrada como um
sistema de liberacdo controlada, e uma das observacdes foi a de que nao foi
possivel observar diferencas estatisticas entre a curcumina 3mg.kg?' e os
animais nao tratados; entretanto, doses de 30mg.kg' apresentaram resultados
semelhantes as doses de omeprazol. Se compararmos com o0s dados que
encontramos neste trabalho, € possivel inferir que as MPs contendo curcumina
numa dose baixa (2mg.kgt) apresentaram uma performance comparavel ao
tratamento padrdo OMP. Isso confirma o potencial gastroprotetor das MPs

acrescidas de curcumina, sendo liofilizadas ou nao.

Uma possivel explicacdo para o efeito gastroprotetor da curcumina foi
dada por (Mahattanadul et al., 2009), que estudou o efeito dos curcuminoides e
a contribuicdo de cada um para a acao antillcera deste composto. Seu
mecanismo de acdo parece estar relacionado a interacdo com a complexa
cascata inflamatoria, podendo atuar na inibicdo da liberacdo de acido nitrico e

fluido &cido géstrico na regido lesionada, melhorando a cicatrizagéo do local.

Resultados bastante interessantes, valem ser aqui mencionados, que sao
frutos de um estudo realizado por Rao e colaboradores (1997), que comparou 0
efeito da bisdetoxicurcumina com os da curcumina. Os resultados mostraram
que a bisdemetoxicurcumina pode ser tdo ativa quanto a curcumina na
eliminacao direta da geracao de Oxido nitrico (mas foi menos potente do que a
curcumina na supressao de iINOS (Gafner et al.,, 2004) e expressdo do gene
TNF-a (Lantz et al.,, 2005) em macréfagos de camundongo. Além disso, a
bisdemetoxicurcumina exerce atividade inibitéria potente na expressado de iINOS
no nivel transcricional, mas ndo TNF-a. A curcumina, por outro lado, resulta em
maior grau inibicdo na expresséo de iINOS e TNF-a no nivel transcricional e pos-
transcricional, respectivamente. Além disso, a bisdemetoxicurcumina, em doses
de 40-160 mg.kg? de peso corporal, acelera diretamente a cicatrizacdo da
Ulcera gastrica por mecanismos que envolvem sua atividade inibitéria na
secrecdo de acido gastrico e na produgdo de INOS. A poténcia antitlcera da

bisdemetoxicurcumina é igual a curcumina, com poténcia inibitoria mais forte na
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secrecdo de acido gastrico; entretanto, tem poténcia supressora mais fraca na
inducdo de INOS. Assim, o grupo metoxi ndo foi essencial para a atividade de
eliminacdo do 6xido nitrico, mas os grupos de substituicdo na por¢cado aromatica
podem ser especialmente cruciais para a inibicdo da expressdo do gene iNOS e
TNF-a.

Descobriu-se que o TNF-a esta relacionado a atrasos na cicatrizagdo da
Ulcera pela inibicAo da proliferagdo celular, angiogénese e microcirculacdo
gastrica. Comparativamente, observacdes realizadas em diferentes estudos com
a cimetidina, um antagonista do receptor Hz da histamina (Okabe et al., 1977) , e
a aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS (Griffiths et al., 1993), mostraram
que ambas possuem um efeito significativo de promocdo da cura na Ulcera
gastrica cronica induzida por acido acético, sugerindo um papel da
superproducdo de oxido nitrico por INOS de macrofagos ativados no
desenvolvimento de Ulcera e o envolvimento do acido gastrico no agravamento
das Ulceras géstricas (Mahattanadul et al., 2009). Foi observado que, apds a
inducdo da Ulcera, a atividade da cNOS diminuiu enquanto a atividade da iINOS
aumentou 6 h apos a inducdo da ulcera nas células inflamatorias na base da
Ulcera e na margem da Ulcera, com o nivel maximo de expressédo no dia 3 e
diminuindo no dia 6. A nivel significativo de expressao permaneceu no dia 10

apos a inducao da ulcera (Akiba et al., 1998)

Além disso, células inflamatoérias ativadas e acumuladas nas lesdes foram
destruidas por apoptose para promover a resolucdo da inflamacdo aguda e
durante o processo de cicatrizacdo(Savill, 1997). A apoptose também
desempenha um papel importante na remodelacdo do local inflamado pela

destruicdo dos miofibroblastos.

Verificou-se que a administracdo de aminoguanidina reduziu
significativamente o tamanho da Ulcera trés dias ap0s a inducdo da ulcera, mas
sem reducédo adicional uma semana apos a inducéo, devido a inibicéo reversivel
da atividade de iINOS sem qualquer efeito na expressao de INOS(Akiba et al.,
1998). Além disso, este tratamento aumenta as células inflamatérias positivas
para INOS e as células epiteliais na fase de cicatrizacdo da ulceracgéo.

Consequentemente, o NO gerado a partir de INOS em células inflamatorias
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participa ndo apenas do processo inflamatorio e da formacdo da ulcera, mas
também da cicatrizacdo da Ulcera, produzindo apoptose em células inflamatoérias
na mucosa em regeneracgao, eliminando assim as células inflamatérias positivas
para iINOS durante a cicatrizacdo da Ulcera (Akiba et al., 1998). Assim, uma
guantidade de NO gerado a partir de INOS € necessaria para produzir um efeito
benéfico na cicatrizacdo da Ulcera. Além disso, descobriu-se que a
superproducdo de éxido nitrico por leucécitos através da indugdo da atividade de
INOS desempenha um papel importante na reducdo da secrecdo de &cido
gastrico e na inducdo de lesGes gastricas na isquemia-reperfusdo em ratos
ligados ao piloro (Rastogi et al., 1998; Tanaka et al., 2001). Também foi
descoberto que o pré-tratamento com aminoguanidina evita a formacédo de
lesbes em ratos, embora aumente a producdo de &cido gastrico que é reduzida
pela isquemia-reperfusdo(Tanaka et al., 2001). Assim a poténcia antiulcera, ou
gastroprotetora de um composto reside basicamente na sua capacidade de
estimular a sintese de INOS em quantidade ideal para a manutencdo dos seus
efeitos cicatrizantes, sem que a sua producédo exacerbe a lesdo ou inflamacgéo,

bem como induza a producado de acido gastrico.

Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram que a curcumina
protegeu significativamente a mucosa gastrica com uma poténcia igual a do
omeprazol. Esses achados sugerem que a curcumina, quando veiculada em
nossas MPs de liberacéo lenta, em doses de 2 mg.kg? de peso corporal, atenua
parcialmente o efeito, j& reconhecidamente (Brunton et al., 2012; Mahattanadul
et al., 2009) ulcerogénico dos AINES.

O fato de as MPs serem capazes de liberar a curcumina, em um estado
mais soltvel (amorfo), por longos periodos, por um mecanismo lento e
controlado, associado a sua mucoadesividade, permite que o sistema atue como
um deposito de curcumina que mantem continuamente o meio gastrico em
presenca deste composto, sendo necessarias doses mais baixas para alcancar o
efeito gastroprotetor. Essa se mostrou uma estratégia eficiente e de para a

prevencao de gastrites e Ulceras gastricas induzidas por indometacina (AINES).

Uma das principais justificativas para a baixa dosagem ser efetiva para o

tratamento proposto reside no fato de que as MPs contendo curcumina,
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apresentam perfil semelhante a uma dispersdo solida. Estes sistemas de
entrega sao capazes de alcancar e manter uma supersaturacdo sustentada de
farmaco que permite a melhoria da sua biodisponibilidade (Christopher Vimalson
et al., 2016; A. Singh & Mooter, 2015).
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5. CONSIDERACOES FINAIS
O desenvolvimento de MP de quitosana e HPMC reticuladas com TPP,

veiculando curcumina, utilizando metodologia de Quality by design e planejamento
estatistico, se mostrou bastante eficiente, pois reduziu o desperdicio de materiais,
excesso de experimentos, além de direcionar os esforcos para o desenvolvimento

racional e sistemético de uma formulacdo farmacéutica até o momento promissora.

Um aspecto importante do uso dessas ferramentas foi o fato de se determinar
um modelo matematico e uma formulacdo 6tima para reducdo de tamanho das

particulas.

A liofilizacdo também se mostrou como um parametro de processo importante
para a o processo de liberacdo e absorcao de liquido, interferindo diretamente sobre
a biodisponibilidade da curcumina. Pode-se verificar que a adicdo de uma etapa
relativamente simples a um produto ja pronto, foi capaz de originar outro produto,
com perfil cinético de liberagdo diferente, ambos podem ser considerados sistemas
de liberacdo controlada, representando uma estratégia promissora para a

administracéo oral liberacéo géastrica de curcumina por longos periodos.

O processo de obtencdo das MP através do processo de geleificacdo
ionotrépica com o TPP e biopolimeros, oriundos de fontes renovaveis e limpas,
permitiu a obtencédo de MP esféricas, com dimensdes micrométricas e aceitavel teor

de encapsulacéo (aproximadamente 60%).

Um resultado inesperado observado neste estudo foi o efeito amorfizador da
curcumina, quando adicionado aos polimeros, sem necessariamente demandar a
liofilizacdo. Tal achado abre precedentes para pesquisas na area de dispersées
sélidas e torna-se necessaria a investigacdo mais rigorosa e com metodologias e

métodos mais acurados.

As particulas mostraram-se mucoadesivas, de maneira que essa propriedade
pode proporcionar a maior permanéncia da formulacdo no estdbmago, liberando

continuamente o farmaco.

O método de producdo das MPs, originou sistemas com boa estabilidade

térmica e permitiu a liberagdo da curcumina em meio acido pelo periodo de 24h.
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Por fim as MPs de curcumina liofiizadas ou ndo mostraram potencial
gastroprotetor, diante das lesdes gastricas causadas pela indometacina (AINE),
deste modo pode constituir uma estratégia eficaz e inovadora para a
coadministracdo de AINEs em pacientes que necessitam fazer uso constante destes
medicamentos, reduzindo assim a incidéncia de lesbes, com a mesma efetividade do

omeprazol.

Um grande desafio que este trabalho esbarra quando se pensa em ampliacédo
dos testes clinicos e a possibilidade de avanco destes sistemas € a limitacao
operacional de escalonamento para uma producdo em escala industrial. Para que
este tipo de tecnologia alcance o mercado € importante que trabalhos subsequentes
abranjam desde a sua concepcdo um planejamento focado em adequabilidade a

infraestrutura existente nas industrias.

O desenvolvimento de uma nacdo moderna e competitiva, passa pelo acesso
da populagdo aos bens e conhecimentos técnicos-cientificos desenvolvidos nas
universidades e centros de pesquisa. Isso se torna premente, quando este
desenvolvimento é financiado com recursos publicos devendo, desta forma, chegar a
sociedade e fornecer a essas pessoas alivio as suas questdes e males, bem como
em Ultima instancia, mas ndo menos importante, dividendos oriundos do trabalho

intelectual desenvolvido exaustivamente pelos seus membros.
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ANEXOS e MATERIAL SUPLEMENTAR

MATERIAL SUPLEMENTAR 1. PLANEJAMENTO FATORIAL COM RESULTADOS DE TAMANHO DAS MPS. AS LACUNAS PREENCHIDAS
COM *, INDICAM QUE NAO OCORREU FORMAGAO DE MPS.
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1,604
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1,240
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ANEXO 1. DIAGRAMA DE CQAS UTILIZADA NO DESENVOLVIMENTO DAS MPS CONTENDO CURCUMINA.

Atributos criticos de qualidade para obten¢ao de MPs

Curcumina
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T
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MATERIAL SUPLEMENTAR 2. REPRESENTACAO DAS MEDIAS COM DESVIO PADRAO DO EFEITO GASTROPORTETOR EM CADA
GRUPO DE ANIMALIS.

Comparagao de média das areas ulceradas
IC de 95% para a Média

25

20 196114

12,5557

3,30625

Razdo da area acometida por Ulcera (%)

CcP OMP LB NLB LCur NLCur Cur2mg_1

O desvio padrdo combinado foi usado para calcular os intervalos.

117



ANEXO 2. DADOS DE POROSIDADE DAS MPS CONTENDO CURCUMINA (NAO UTILIZADO).

Porosidade
MP Nao liofilizada + Cur
Total Intrusion Volume = 0.3460 mL/g

Total Pore Area =  64.140 m?/g

Median Pore Diameter (Volume) = 103.3762 pm

Median Pore Diameter (Area) =  0.0054 pum
Average Pore Diameter (4V/A) =  0.0216 pm
Bulk Density =  1.1054 g/mL

Apparent (skeletal) Density =  1.7899 g/mL

Porosity =  38.2439 %

MP Liofilizada + Curcumina

Total Intrusion Volume = 0.2594 mL/g

Total Pore Area=  68.207 m3/g

Median Pore Diameter (Volume) =  0.0396 um
Median Pore Diameter (Area) =  0.0056 pum
Average Pore Diameter (4V/A) =  0.0152 ym
Bulk Density =  1.4226 g/mL

Apparent (skeletal) Density =  2.2546 g/mL
Porosity = 36.9031 %

Stem Volume Used = 6 %
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FIGURA 28 DIFRATOGRAMA DAS MPS BRANCAS SEM LIOFILIZACAO ANTES DO PROCESSO DE SUAVIZACAO DIGITAL (DADO
NAO TRATADO)

MATERIAL SUPLEMENTAR 3. ANALISE DE VARIANCIA DO MODELO MATEMATICO PROPOSTO PARA O DISINVOLVIMENTO DAS
MPS.

Coeficientes Codificados

Termo Efeito Coef EP de Coe IC de 95% ValorT ValorP
Constante 1,310 0,0141 (1,2796; 1,3412) 92,72 0,000
TEMP 0,2992 0,1496 0,0141 (0,1188; 0,1804) 10,58 0,000
TPP -0,3820  -0,1910 0,0141 (-0,2218; -0,1602 -13,51 0,000
MW cht -0,5058  -0,2529 0,0141 (-0,2837; -0,2221 -17,90 0,000
TEMP*TPP -0,1277  -0,0638 0,0141 (-0,0946; -0,0330 -4,52 0,001
TEMP*MW -0,3745  -0,1873 0,0141 (-0,2180; -0,1565 -13,25 0,000
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MATERIAL SUPLEMENTAR 4. ANALISE DE VARIANCIA DO EFEITO GASTROPROTETOR ENTRE DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAL.

One Way Repeated Measures Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook1l
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P = 0,423)

Equal Variance Test: Failed (P < 0,050)

Treatment Name N  Missing Mean Std Dev  SEM

CP 7 0 19,611 5738 2,169
OMP 8 0 3,306 1,253 0,443

LB 5 0 15,653 3,135 1,402

NLB 8 0 14,237 12,112 4,282
LCur 8 0 7,453 1,969 0,696
NLCur 8 0 7,057 5,336 1,887
Cur2zmg_1 6 0 12,556 5,123 2,092
Source of Variation DF SS MS F P
Between Subjects 7 425,168 60,738

Between Treatments 6 1622,160 270,360 8,062 <0,001
Residual 36  1207,293 33,536

Total 49 3056,536 62,378
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CERTIFICADO

Ceriificamos que a proposta infitulada “Desenvolvimento de microparticulas
gastrorretentivas de curcumina constituidas por hidroxipropilmetilcelulose e
quitosana aplicadas ao tratamento de infecgdes por Helicobacter pylori.”
regisirada com o Protocolo CEUA/FCFICAR 302020, sob a responsabilidade do
pesquisador Marlus Chorilli, gue envolve a produg3o, manutengdo ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
Lein® 11794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentacao
Animal {(COMCEA) e foi aprovado “ad-referendum® pela Coordenadora da
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP em 03 de fevereiro de 2021.

Finalidade () Ensino (%) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Setembro de 2021
autorizagdo

[Especieflinhagemitaga | Rato helerogenico Wistar

N° de animais 104
Pesofldade 150-220 g 07 semanas
SeX0 Machos
Origem Biotério Central do Campus de Botucatu
Registro CIAEP 02.00082 2019

Araraquara, 03 de reiro de 2021.

!':.E;{mrdvcu

. Dra. Alexandra Im de iros
Coordenadora da CELA
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