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REsumO

RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga altamente incidente na populagéo mundial,
acometendo cerca de 40 milhBes de pessoas com idade igual ou superior a 65 anos,
levando a perda da memoria e cognicdo. A via nasal € uma via alternativa que pode
promover a rapida absorcédo do farmaco, além de poder direcionar farmacos para o
cérebro, e evitar o metabolismo pré-sistémico. Porém, ela possui mecanismos de
depuracdo mucociliar que podem eliminar rapidamente a formulacdo da cavidade
nasal. Os sistemas nanoestruturados baseados em tensoativos (SNBT) que sofrem
geleificacdo in situ demonstram ser uma opcdo interessante para viabilizar a
administracéo de farmacos por esta via. O trans-resveratrol (RES) tem apresentado
atividade no tratamento da DA, atuando sobre vias moleculares especificas, como a
capacidade da inibicdo da formacéo da placa beta-amiloide (AB), despolimerizagéo da
placa AB formada durante a doenca e atuando sobre o sistema colinérgico, inibindo a
acetilcolinesterase e diminuindo a neuroinflamacéo e formacéao de radicais livres no
cérebro. Entretanto, seu uso é limitado devido a sua insolubilidade em meio aquoso.
Desta forma, a solubilizacdo do RES em SNBT pode ser uma opcéo interessante para
viabilizar o seu uso. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar sistemas
precursores de cristais liquidos compostos pelos tensoativos alcool cetilico etoxilado
20 OE e propoxilado 5 OP (PPG-5-CETETH-20), acido oleilico 20 OE (OLETH-20),
acido oleilico 3 OE (OLETH-3) e polissorbato de sorbitano (PS) para administracéo
nasal do RES no tratamento da DA. O comportamento de fases dos sistemas foi
investigado pela construgdo de diagramas de fases binarios e ternarios combinando
cada tensoativo com agua e &acido oleico. As formulacdes selecionadas foram
caracterizadas por microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de raio-x a
baixo angulo (SAXS), reologia, andlise mecanica, obtencédo da forca mucoadesiva e
perfil de absor¢ao de liquido. Os resultados mostram que foi possivel obter um sistema
composto por PPG-5-CETETH-20/4cido oleico/agua ou por OLETH-20/acido
oleico/agua com comportamento pseudoplastico adequado para administracao nasal
e alta capacidade de solubilizacdo do RES. A mistura dos sistemas com muco artificial
formou uma matriz liquido-cristalina com caracteristicas reologicas, perfil de textura,
forca mucoadesiva e capacidade de absorcdo de liquidos adequados para a
administracdo na cavidade nasal. Além disso, andlises de SAXS sugerem que as
amostras precursoras sdo microemulsées e com adicdo de fluido nasal simulado
(FNS) se tornam estruturas liquido- cristalinas. O ensaio biol6gico em modelo de
Alzheimer induzido por estreptozotocina (STZ) em camundongos mostrou que as
formulagdes administradas pela via intransal ou 0 RES administrado em solucéo pela
via oral demonstraram capacidade de memdéria nos animais. Embora, ambas as vias
demonstraram potencial terapéutico, a via nasal mostrou-se superior comparada com
a via oral. Por fim, as formulagbes desenvolvidas mostram-se adequadas para a
administracdo intranasal e denotam de atividade biolégica no modelo experimental
utilizado.

Palavras-chave: Tensoativos. Microemulsdes. Cristais liquidos liotropicos.
Mucoadesao. Doenca de Alzheimer.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a highly incident illness in the world population, it affects
about 40 million people aged 65 or over, and this pathology leads to memory and
cognition loss. The nasal route is an alternative that can promote the rapid absorption
of the drugs, besides to target drugs to the brain and to avoid the pre-systemic
metabolism. However, it has mucociliary clearance that can rapidly eliminate the
formulation existing under the nasal cavity. The surfactant-based nanostructured
systems (SBNS) undergoes in situ gelling and seems to be an interesting feasible
option for use by intranasal route. Trans-resveratrol (RES) has properties for the AD
treatment, it acts on specific molecular pathways, such as the ability to inhibit the
formation of amyloid-beta (AB) plaques, depolymerization of AR plaques developed
during the progressing of disease and acting on the cholinergic system, inhibiting an
acetylcholinesterase, and decreasing neuroinflammation and formation of free radicals
in the brain. However, its use is limited due to insolubility in agueous medium, however
RES can be solubilized in these systems and therefore it can be an interesting option
to do its viable employ. The aim of this work was to develop and characterize liquid
crystal precursor systems composed of polyoxypropylene (5) polyoxyethylene (20)
cetyl alcohol (PPG-5-CETETH-20), polyoxyethylene (20) oleyl alcohol (OLETH-20),
polyoxyethylene (3) oleyl alcohol (OLETH- 3) and sorbitan polysorbate (PS) for nasal
administration of RES. The phase behaviour of the systems was investigated by the
construction of binary and ternary phase diagrams combining each surfactant with
water and oleic acid. The chosen samples were characterized by polarized light
microscopy (PLM), small angle scattering x-ray (SAXS), rheology, mechanical
analysis, mucoadhesive force and liquid uptake profile. The results show that it was
possible to obtain a system composed of PPG-5-CETETH-20/oleic acid/water or
OLETH-20/oleic acid/water with pseudoplastic behaviour suitable for nasal
administration and high solubilization ability of RES. The mixing of the artificial mucus
and systems formed a liquid-crystalline matrix with rheological characteristics, texture
profile and mucoadhesive strength for administration into the nasal cavity. In addition,
the SAXS showed that the behaviour of the precursor samples are microemulsions
and with the addition of simulated nasal fluid (FNS) generate crystalline liquid
structures. Streptozotocin (STZ)-induced Alzheimer's model in mice showed that the
formulations administered by the intranasal route or by oral solution demonstrated
memory capacity in the animals. Although both routes demonstrated therapeutic
potential, the nasal route was superior compared to the oral route. Finally, the
formulations developed are suitable for intranasal administration and denote
pharmacological activity in the animal model used.

Keywords: Surfactants. Microemulsions. Lyotropic liquid crystals. Mucoadhesion.
Alzheimer's disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (AD) é uma doenca que leva ao comprometimento, a
longo prazo e progressivo, das fung¢des cognitivas e comportamentais (DUBOIS et al.,
2010). Na DA, as placas amiloides se desenvolvem no hipocampo, uma estrutura no
cérebro que tem o papel na codificacdo de memdrias e em outras areas do cortex
cerebral, as quais tém um papel no processo do pensamento e na tomada de decisées
(QUERFURTH e LAFERLA 2010).

Nos EUA, estima-se que 5,5 milhdes de pessoas de todas as idades tenham
DA (ALZHEIMER'S-ASSOCIATION, 2017). Esta doenca € a sexta principal causa de
morte nos EUA e, em geral, € a quinta causa de morte para aqueles de 65 anos ou
mais. Em 2050, o nimero de pessoas com idade igual ou superior a 65 anos com DA
deve triplicar, sendo projetado de 5 milhdes para 13,8 milhdes, ao menos que avangos
meédicos sejam feitos para prevenir, atrasar ou interromper a progressdo da doenca
(ALZHEIMER'S-ASSOCIATION, 2017).

Os sistemas de liberacdo de farmacos baseados em tensoativos séo sistemas
em que as moléculas anfifilicas estdo autoagregadas, geralmente na presenca de
agua, para formar estruturas supramoleculares (MALMSTEN, MARTIN, 2002b). Esses
agregados tornam-se mais organizados, mesmo quando o0s Oleos ou outros
componentes, como outros anfifilicos, estdo presentes ao sistema tensoativo-agua
(EZRAHI et al., 1999). Assim, esta mistura pode formar sistemas organizados, como
as micelas, microemulsdes (MEs), nanoemulsdes (NEs), até sistemas com
organizacdo estrutural, como os cristais liquidos (CLSs) liotropicos (EZRAHI et al.,
1999; MALMSTEN, MARTIN, 2002a).

CLs consistem em matéria em um estado com propriedades de um liquido e
um sélido (GARTI et al., 2012; MEZZENGA, 2012). Em outras palavras, as CLs tém o
comportamento estrutural e a rigidez de um solido combinado com a mobilidade,
desordem e a fluidez de um liquido isotropico (KATO, 2008). Geralmente, ao aumentar
a concentracao de um dado anfifilico, podem ser geradas estruturas liquido-cristalinas
do tipo lamelares, hexagonais e cubicas (MALMSTEN, MARTIN, 2002a).

Os sistemas de auto-agregagdo exibem transformacdes de fase e
espessamento in situ notavel apos a administracdo (MALMSTEN, 2007). A
administracao intranasal de CLs pode ser de interesse, pois a diluicdo destes no fluido

nasal promove a transicao para mesofase mais organizada. Devido ao fato em que
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estes sistemas aumentam a sua viscosidade in situ e alteram as propriedades
reologicas, além de apresentar propriedades mucoadesivas. Estudos anteriores
realizados por nosso grupo mostraram que MEs e fases lamelares podem ser usados
como precursor das fases hexagonais ou cubicas ap6s administragdo in situ em
cavidades, como a nasal, bucal, vaginal, intra-articular ou ocular (SHAH et al., 2001;
SPICER et al., 2002; CHAN et al., 2007; BRUSCHI et al., 2008; CARVALHO, F. C. et
al., 2010; REN et al., 2012; CARVALHO et al., 2013b; BORGHETI-CARDOSO et al.,
2015; CHEN et al., 2015; CHEN et al., 2016).

O trans-resveratrol (RES) mostrou atividade no tratamento da DA, atuando em
vias moleculares especificas, como a capacidade de inibir a formacdo da placa
amiléide, despolimerizacdo da placa formada durante a doenca, atuando sobre o
sistema colinérgico, inibindo a acetilcolinesterase, e também sobre a neuroinflamagéo
pela diminuicdo da formacao de radicais livres no cérebro (VINGTDEUX et al., 2008;
MA etal., 2014; REGE et al., 2014; AHMED et al., 2017; WANG, R. etal., 2017; WASIK
e ANTKIEWICZ-MICHALUK, 2017). No entanto, seu uso clinico tem muitos desafios
porque as caracteristicas fisico-quimicas resultam em baixa solubilidade sendo pouco
biodisponivel (ATANACKOVIC et al., 2012; ROBINSON et al., 2015) pela via oral
(WALLE et al., 2004; WALLE, 2011). Assim, a sua incorporacdo em sistemas
nanoestruturados baseados em tensoativos e a utilizacdo de vias alternativas de
administragao, como a nasal, mostram ser uma ferramenta interessante e promissora
(AMRI et al., 2012; FONSECA-SANTOS et al., 2015).

A administracdo nasal apresenta vantagens como a alta permeabilidade, alta
irrigacdo sanguinea e auséncia de metabolismo de primeira passagem, passando a
barreira hematoencefalica através de bulbo olfativo, otimizando sua ag&o no sistema
nervoso central (SNC) (ILLUM, 2002; 2003; DJUPESLAND, 2013; WARNKEN et al.,
2016). Entretanto, existem alguns desafios que podem limitar a absorgéo de farmacos,
como o mecanismo de depuragcdo mucociliar que pode remover a formulagédo da
cavidade nasal (MARTTIN et al., 1998; ARMSTRONG et al., 2014). Uma estratégia
para superar esses obstaculos € o uso de sistemas de geleificacéo in situ, uma vez
gue podem aumentar o contato entre a formulagéo e sua absorgéo na cavidade nasal,
diminuindo a depuracdo mucociliar, aumentando assim a absor¢éo sistémica da RES
e/ou sua vetorizacao para o cérebro.

Neste contexto, estudos vinculados ao nosso grupo de pesquisa, tém buscado

o desenvolvimento de sistemas de geleificacdo in situ baseados em anfifilicos com
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potencial aplicacdo para administracdo em vias nao-invasivas. Estes estudos mostram
aplicabilidade na administracéo destas formulacdes, em sua maioria utilizando alcool
cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (PPG-5-CETETH-20), destacando o
potencial na administracdo bucal (BERNEGOSSI et al., 2016; CALIXTO et al., 2016;
CALIXTO et al., 2018; FONSECA-SANTOS et al., 2019), vaginal (SALMAZI et al.,
2015; RODERO et al., 2018; DE ARAUJO et al., 2019) e nasal (CARVALHO, F. C. et
al., 2010; CARVALHO, 2012; CARVALHO et al., 2013b; SANTOS, 2018). Dentre a via
nasal, destaca-se o potencial do controle da liberag&o e capacidade de absorcdo de
farmacos através da mucosa da via nasal (CARVALHO et al., 2013b; SANTOS, 2018).

Em estudos anteriores, a rifampicina foi carregada em sistemas precursores de
cristais liquidos e os resultados sugeriram que nos ensaios farmacocinéticos, a
absorcdo nasal da rifampicina carreada por tais sistemas € de 2 a 4 vezes maior
utilizando a via nasal quando comparada a administracdo oral (SANTOS, 2018).
Zidovudina foi carregada em sistemas precursores de cristais liquidos e foi
evidenciado que através de estudos pré-clinicos, o sistema precursor de cristal liquido
administrado via nasal resultou em um perfil de concentracéo plasmatica do farmaco
semelhante a administracdo intravenosa de uma solucdo aquosa do mesmo
(CARVALHO, 2012; CARVALHO et al., 2013b). Estes dados sdo promissores, uma
vez que esta plataforma tecnolégica representa uma potencial ferramenta para
liberagdo na terapia antirretroviral e bacteriana.

Neste sentido, no presente estudo prosseguiu-se com os estudos de
delineamento de um sistema para geleificacdo in situ para a cavidade nasal contendo
resveratrol, com a realizacdo de estudos tecnoldgicos, de eficicia e seguranca das
formulacdes. Para tanto, desenvolveu-se dois tipos de formulagbes baseadas em
alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP e alcool oleilico etoxilado 20 OE,
esta ultima sendo inovadora e inédita. Por fim, proceder-se-4 avaliagdo citotoxica e

biolégica em modelo de Alzheimer induzido pela administragéo intra-nasal.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Doencade Alzheimer

A doenca de Alzheimer (AD) é uma doenca crbnica neurodegenerativa
progressiva causando de 60% a 70% dos casos de deméncia (BURNS e ILIFFE, 2009;
WHO, 2016), bem como uma das principais causas de mortalidade (KATZMAN, 1976;
KATZMAN, 2008), sendo a sexta causa de morte para individuos com 65 anos ou
mais (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2016). O sintoma mais comum é a dificuldade
em lembrar eventos recentes ou perda de memdria de curto prazo (BALLARD et al.).
Entretanto, com o avanco da doenca, os sintomas podem incluir problemas com a
linguagem, desorientacdo espacial, mudancas de humor, perda de motivacdo, e
problemas comportamentais (SPALLETTA et al., 2010; REITZ et al., 2011). Embora a
velocidade de progressdo da DA possa variar, a expectativa de vida média apds o
diagnéstico é de trés a nove anos (QUERFURTH e LAFERLA 2010; TODD et al.,
2013). E a quinta causa de morte para aqueles com 65 anos ou mais.
Independentemente da causa da morte, entre as pessoas de 70 anos, 61% das
pessoas com Alzheimer sdo esperados para morrer antes dos 80 anos, em
comparacao com 30% das pessoas sem Alzheimer (ARRIGHI et al., 2010).

As caracteristicas neuropatoldgicas do cérebro com a DA séo a presenca de
placas amiloides extracelulares neuriticas e difusas — que sdo frequentemente
cercadas por neurites distroficos — e emaranhados neurofibrilares intracelulares
(BALLARD et al.,, 2011; REITZ et al., 2011). Também sdo, muitas vezes,
acompanhadas pela presenca de microgliose reativa e perda de neurbnios, da
substancia branca e de sinapses (STREIT, 2004; AVILA, 2007; REITZ et al., 2011;
ROBAKIS).

Na AD, as placas desenvolvem-se no hipocampo, estrutura localizada nos
cortex cerebral, importante para converter a memoria a curto prazo em memoéria a
longo prazo (SQUIRE et al., 2004; PRESTON e EICHENBAUM, 2013; ZAREI et al.,
2013). Os mecanismos etioldgicos subjacentes as alteracbes neuropatologicas na DA
permanecem obscuros, mas sdo provavelmente afetados por fatores ambientais e
genéticos (HARDY et al, 2004; CRAFT, 2007; REITZ e MAYEUX, 2014;
BARTOLOTTI e LAZAROV, 2016; UCHOA et al., 2016).

Bruno Fonseca-Santos



REVISAO DA LITERATURA 24

N&o existem tratamentos farmacoldgicos que parem ou revertam sua
progressdo, embora alguns farmacos possam melhorar a fase sintomatica da doenga
(MASSOUD e LEGER, 2011; WINSLOW et al., 2011; BISHARA et al., 2015). O
tratamento de problemas comportamentais ou psicose devido a deméncia com
antipsicéticos é uma pratica comum (MADHUSOODANAN et al., 2007,
MADHUSOODANAN e SHAH, 2008; WANG et al., 2014).

DA € uma das principais causas de morte nos EUA, sabe-se que enquanto as
mortes por outras causas importantes vém diminuindo, as mortes de AD vém
aumentando (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2016). Nos paises desenvolvidos, a DA
€ uma das doencas mais financeiramente dispendiosas (WIMO et al., 2010). Os
custos associados com a deméncia estéo correlacionados com o aumento da idade e
sdo de crescente preocupacado para os politicos, profissionais de saude e familiares
de pacientes com deméncia (BONIN-GUILLAUME et al., 2005; HURD et al., 2013).
As estimativas atuais sdo aproximadas, mas a deméncia parece ser a doenca mais
cara para a sociedade ap0s a idade de 65 anos na Franca, nos Paises Baixos, na
Suécia ou nos Estados Unidos (BONIN-GUILLAUME et al., 2005).

O total estimado de custos mundiais de deméncia foi de US$ 604 bilh6es em
2010. Aproximadamente 70% dos custos ocorreram na Europa Ocidental e na
América do Norte. Nessas regides de alto rendimento, os custos dos cuidados
informais e 0s custos diretos dos cuidados sociais contribuem para proporcdes
semelhantes dos custos totais (WIMO et al., 2010). Em 2016, nos EUA, para todos
os individuos com doenca de Alzheimer e outras deméncias séo estimados em US $
236 bilhdes (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2016).

2.1.1 Historico

Em 1901, Alois Alzheimer, um psiquiatra aleméo, observou uma paciente, no
Asilo de Frankfurt, chamada Sra. Auguste Deter. Essa mulher de 51 anos sofria de
uma perda de memoria de curto prazo, além de desorientacdo, depressao e
alucinacdes (HOLSTEIN, 1997). Cinco anos depois, em abril de 1906, a paciente
faleceu e entdo Alzheimer enviou cérebro da paciente e os registros médicos para

Munique, onde trabalhava no laboratério do Dr. Emil Kraepelin. Ao colorir se¢des do
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cérebro no laboratorio, ele foi capaz de identificar placas amiloides e os emaranhados
neurofibrilares (HOLSTEIN, 1997; HIPPIUS e NEUNDORFER, 2003).

Um discurso dado pelo Dr. Alzheimer em 3 de novembro de 1906, foi a primeira
vez que a doenca e o0s sintomas clinicos do transtorno, que na época era denominada
de deméncia pré-senil, foram apresentados em conjunto (HOLSTEIN, 1997; HIPPIUS
e NEUNDORFER, 2003). ALZHEIMER (1907) publicou suas descobertas para o
comunidade cientifica da época. A Figura 1 mostra imagens histéricas baseadas

nessa descoberta.

Figura 1. Fotografia de Alois Alzheimer (A). Notas médicas escritas por A. Alzheimer e foto
da paciente A. Deter (B). Estudo publicado por Alzheimer em 1907 no Allgemeine Zeitschrift
fur Psychiatrie und Psychisch-gerichtliche Medizin (C).

Fonte: Esquema elaborado pelo autor.
Nos ultimos 20 anos, ocorreu um progresso substancial na compreensdo da

neurogenética e fisiopatoldgica da DA (GOEDERT e SPILLANTINI, 2006; HOLTZMAN
et al., 2011). Os mecanismos pelos quais a proteina amiloide alterada, metabolismo

das proteinas tau, a (neuro)inflamacao, o estresse oxidativo, novos alvos moleculares
no processo degeneracdo neuronal na DA estdo sendo elucidadas e as intervencgdes
farmacoldgicas racionais baseadas nessas descobertas estdo sendo desenvolvidas

(BEHL, 1999; CITRON, 2002; LAHIRI et al., 2003; WILLIAMS et al., 2011; ANSARI e
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KHODAGHOLI, 2013; ATTA-UR-RAHMAN e CHOUDHARY, 2015; ROBERT et al.,
2015; SANTOS et al., 2016; XIA et al., 2016).

2.1.2 Fisiopatologia da DA

AD é caracterizada pela perda sinaptica e pela morte neuronal nas regides
cerebrais responsaveis pelas fungbes cognitivas, incluindo o coértex cerebral,
hipocampo, cértex entorrinal e o corpo estriado ventral (SELKOE, 2001). Presenca de
atrofia cortical difusa (SERRANO-POZO et al., 2011) e no parénquima cerebral de
pacientes com DA, os depésitos fibrilares amildides localizados nas paredes dos
vasos sanguineos estdo associadas a uma variedade de tipos diferentes de placas
senis, a acumulacdo de filamentos anormais da proteina tau e a formacao
subsequente de emaranhados neurofibrilares, além de perda neuronal e sinaptica,
ativacdo das células gliais e a inflamacdo (SELKOE, 2001; CREWS e MASLIAH,
2010).

Duas hipéteses principais tém sido propostas para a etiologia e fisiopatologia
da DA: a primeira hipétese refere-se a neurodegeneragdo em cascata amiloide
(HARDY e SELKOE, 2002; PIMPLIKAR, 2009), enquanto a segunda refere-se a
disfuncdo do sistema colinérgico (KASA et al., 1997; FRANCIS et al., 1999). Outras
hipéteses tém sido propostas como a agregacdo da proteina tau (MUDHER e
LOVESTONE, 2002; IQBAL et al., 2005), toxicidade mediada por metais alterando a
homeostase cerebral (BUSH, 2003; ROBERT et al., 2015), estresse oxidativo (SMITH
et al., 2000; CHAUHAN e CHAUHAN, 2006), hipotese da inflamacdo (ZOTOVA et al.,
2010; WYSS-CORAY e ROGERS, 2012), hipétese glutamatérgica (MARAGOS et al.,
1987; FRANCIS, 2005; DANYSZ e PARSONS, 2012) e a hip6tese da resisténcia a
insulina (WATSON e CRAFT, 2003; RASGON e JARVIK, 2004; CRAFT, 2007).

2.1.2.1 Hipo6tese da cascata amiloide

De acordo com a hipotese de neurodegeneracdo em cascata amiloide, a DA
inicia-se com a clivagem proteolitica da proteina precursora amiléide (APP) e resulta
na producdo, agregacdo e deposicdo de B-amildides (AB) e placas AR (HARDY e
ALLSOP, 1991; HARDY e SELKOE, 2002; FINDER e GLOCKSHUBER, 2007).
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Na DA ocorre o acumulo da proteina AR anormalmente e pela proteina do tau
no cérebro (HASHIMOTO et al., 2003). As placas sdao compostas de peptideos
pequenos, 39 a 43 unidades, sendo um fragmento da APP. APP & uma proteina
transmembrana presente nos neurénios tendo um papel no crescimento de neurénios,
sobrevivéncia e reparacdo pos-lesdo (TURNER et al., 2003; PRILLER et al., 2006;
GRALLE e FERREIRA, 2007). Na DA, a gama-secretase e beta-secretase agem em
conjunto num processo proteolitico que faz com que a APP seja dividida em
fragmentos menores e soltveis (HOOPER, 2005), a polimerizacdo gera agregados
fibrilares de AB, que entdo formam aglomerados insolUveis que se depositam fora dos
neurdbnios em formacbes densas conhecidas como placas senis (OHNISHI e
TAKANO, 2004; TIRABOSCHI et al., 2004).

A estrutura em grampo do AB pode rearranjar-se em diferentes conformacdes,
0 que explicaria a variedade de espécies oligoméricas observadas dependentes do
ambiente celular (GU et al., 2013). A agregacédo de mondémeros de A3 € passivel de
ocorrer por meio de diferentes mecanismos. Inicialmente, pode haver a dimerizacao
do peptideo formando oligbmeros fibrilares que, em seguida, polimerizam-se para
formar fibrilas amiloides maduras (HANE et al., 2013; HANE e LEONENKO, 2014). O
mesmo dimero pode formar oligbmeros pré-fibrilares, gerando em seguida
protofibrilas que podem sofrer uma mudanca conformacional em bloco para formar
fibrilas amiloides (NILSBERTH et al., 2001; LEE et al., 2011).

Na presenca de afi-42, 0s neurbnios do cértex e do hipocampo também sofrem
modificacdes, resultando na inducao de déficits cognitivos, ndo ocorrendo a morte
neuronal (DANYSZ e PARSONS, 2012). O acumulo progressivo do AP, verificado
experimentalmente por meio da administragao repetida de AB em ratos, e a série de
eventos que levam a formacao das placas séo, portanto, considerados importantes
mecanismos nas fases iniciais de perda da memoria (YAMADA et al., 2005).

Apesar da presenca notavel de placas senis em cérebros de individuos
afetados pela DA, o grau de deméncia nos pacientes se correlaciona melhor com os
niveis cerebrais de AB soluvel do que com a quantidade de AB agregada (MCLEAN et
al., 1999). Esta importante observacédo neuropatologica suporta a nocdo de que as
espécies responsaveis pela disfuncdo sinaptica em pacientes com DA podem ser
oligdmeros soluveis, que interferem com a plasticidade sinaptica (WANG et al., 2002)
e induzem rapidamente a falha desta (WALSH et al., 2002; BIESCHKE et al., 2012),
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além de danificar imediatamente as sinapses neuronais, levando a morte celular
(LAMBERT et al., 1998).

Resultados e evidéncias tém sido publicados através dos anos, tanto a partir
de estudos in vitro quanto com modelos animais, corroborando a hipotese de que a
forma oligomérica € a que melhor explica a neurotoxicidade do AB (LUE et al., 1999;
KNOBLOCH et al., 2007; PUZZO et al., 2008; FERREIRA e KLEIN, 2011).

Os disturbios de producéo e agregacao do peptideo AR na origem da patologia
da DA nao é totalmente conhecido (VAN BROECK et al., 2007; HUANG e MUCKE,
2012). A hipotese de amildide tradicionalmente aponta para a acumulacdo de
peptideos AB como o evento central que desencadeia a degeneracao dos neurdnios.
A acumulacao de fibrilas AB agregadas, que acredita ser a forma toxica responsavel
pela interrupcdo da homeostase do ion calcio da célula, induz apoptose neuronal
(YANKNER et al., 1990), acumula-se seletivamente nas mitocdndrias nas células dos
cérebros, inibe fun¢des enzimaticas e a utilizagcao da glicose pelos neurdnios (CHEN
e YAN, 2006).

2.1.2.2 HipOGtese da proteina tau

As proteinas tau sdo proteinas que estabilizam os microtibulos que estédo
abundantes nos neurénios e células gliais do SNC, sendo expressos em niveis muito
baixos nos astrécitos e oligodendrocitos (GOEDERT et al., 1989; FERRER et al.,
2005).

A presenca de AB na patologia da DA, hiperfosforilar na serina da proteina que
faz ligacdo com os microtubulos nos neurénios. O aumento de fosforilagdo faz com
que a tau se redistribua no interior do neurbnico, agrega-se em aglomerados,
chamados de emaranhados neurofibrilares, e resulta em disfuncéo do citoesqueleto
da célula nervosa e consequentemente a morte celular (SENGUPTA et al., 1998).

A fosforilagcdo da tau nos residuos de serina contidos nos dominios da cadeia
da proteina induzir a alteracdo conformacional da tau e atenua sua ligacdo aos
microtubulos (GENDRON e PETRUCELLI, 2009). A desestabilizacéo do citoesqueleto
pela fosforilagdo de tau nestes residuos de serina leva a ruptura de fungdes celulares

dependentes de tau, incluindo o crescimento axonal, o transporte de vesiculas e
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organelas, bem como a propagacao do sinal nervoso ao longo da rede nervosa
formada por microtibulos (GENDRON e PETRUCELLI, 2009; LAPOINTE et al., 2009).

Entre 85 locais de fosforilacdo de tau, 28 sdo exclusivamente fosforilados em
cérebros com DA, 16 séo fosforilados tanto em DA como em cérebros controles, 31
séo fosforilados em condicdes fisiologicas e 10 sdo sitios de fosforilagdo putativos
sem uma enzima quinase identificada (MARTIN et al., 2013).

Estudos indicam que o acumulo de AB pode ser o evento ativador da
hiperfosforilacdo da proteina tau, porém os fatores que desencadeiam este
desequilibrio ainda ndo sao bem entendidos (SELKOE, 1996; SELKOE et al., 2012).
Emaranhados neurofibrilares que contém proteinas tau hiperfosforiladas sé&o
encontrados também em outras doencas neuroldgicas, sugerindo fortemente que
estas alteracfes do citoesqueleto possam ser uma resposta secundaria, embora de
importancia, para as diversas lesdes cerebrais (MUDHER e LOVESTONE, 2002;
BLENNOW et al.; SERGEANT et al., 2008; LEI et al., 2010).

2.1.2.3 Hipotese colinérgica

A presenga de placas senis, emaranhados neurofibrilares e morte neuronal
extensa caracterizam a patologia da DA. Entretanto, as anormalidades colinérgicas,
como a perda de marcadores colinérgicos pré-sinapticos no cortex cerebral, também
séo encontradas em cérebros acometidos pela DA (KIHARA e SHIMOHAMA, 2004).

As colinesterases (ChE) sdo uma classe de hidrolases de serina que hidrolisam
ésteres de colina e ocorrem duas formas de ChE, codificadas por dois genes distintos,
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) (MASSOULIE et al., 1993).
A principal funcdo da AChE € a hidrdlise rapida de acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas (TAYLOR e RADIC, 1994).

No SNC, ACh tem uma variedade de efeitos como um neuromodulador sobre
plasticidade, excitagao e recompensa (RASMUSSON, 2000; PICCIOTTO et al., 2012).
ACh tem um papel importante no aumento das percepcdes sensoriais quando
acordamos (JONES, 2005), na sustentacdo da atencdo, memodria e aprendizado
(HASSELMO e BOWER, 1993; HASSELMO, 2006; MITSUSHIMA et al., 2013).
Subsequentemente, a hipotese colinérgica da DA obteve uma aceitacao consideravel

e afirmou que uma perda grave da funcdo colinérgica no sistema nervoso central

Bruno Fonseca-Santos



REVISAO DA LITERATURA 30

contribui para os sintomas cognitivos (BARTUS et al., 1982; TERRY et al., 1991,
TERRY e BUCCAFUSCO, 2003).

Uma das principais caracteristicas neuroquimicas da DA é a inervacéo reduzida
de todas as partes do cértex cerebral por fibras colinérgicas originadas no nucleo basal
de Meynert (BARTUS et al., 1982; WENK, 1997). O déficit cognitivo resultante é mais
provavel agravado por uma perda da ligacdo dos receptores nicotinicos de
aproximadamente 40% de receptores nicotinicos (NAChR) no cortex cerebral
(BURGHAUS et al., 2000). Os estudos de ligacdo realizados com o uso de [3H]-
nicotina e [3H]-ACh mostraram uma reducdo significativa nos locais de ligacdo a
nicotina e ACh no cortex cerebral de pacientes que sofrem de AD, demonstrando uma
diminuicao das popula¢cdes nAChR e mAChR (SHIMOHAMA et al., 1986; PATERSON
e NORDBERG, 2000; GOTTI et al., 2006).

Além dos receptores de ACh, a enzima colina-acetiltransferase (ChAT),
envolvida na producédo de ACh, também é afetada na DA. A atividade enzimatica da
ChAT, e consequentemente a sintese de ACh, estd diminuida nos cérebros de
portadores da DA. Além disso, varios autores observaram uma reducdo na atividade
da AChE, a enzima que metaboliza a ACh apds sua liberacdo na fenda sinaptica
(AULD et al., 2002; SCHLIEBS e ARENDT, 2011).

Um aumento no fluxo de colina através das membranas de células neuronais
expostas ao ap tem sido hipotetizada para contribuir para a vulnerabilidade seletiva
dos neurdnios seletivos na DA (D. ALLEN et al.,, 1997). Os resultados dos
experimentos por KAR et al. (1998) utilizando fatias de hipocampo de rato indicaram
gue em condi¢cBes agudas, os peptideos podiam inibir a absorcao de colina e diminuir
a liberacdo enddgena de acetilcolina sem apresentar efeitos na atividade de ChAT.
Curiosamente, em estudos anteriores, detectaram um déficit na liberacdo de
acetilcolina provocada pelo potassio no tecido cortical post mortem de pacientes com
DA. As redugfes nos receptores nicotinicos centrais em individuos idosos e aqueles
que sofreram de AD ou outra doenca relacionada com a idade em que a deméncia
estava presente (PERRY et al., 2000). Na AD, os receptores nicotinicos contendo o4
de alta afinidade parecem ser mais significativamente reduzidos do que os receptores
contendo a3 ou a7, embora tenham sido observadas redugdes nos locais de ligagao
a7 na doenca de Corpo de Lewy (PICCIOTTO e ZOLI, 2002). Esta descoberta sugere
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que os subtipos de receptores nicotinicos podem ser diferencialmente reduzidos em
diferentes formas de deméncia.

A correlacao dos indices clinicos de deméncia com as reducdes de marcadores
colinérgicos corticais, como a ligacdo ChAT, mAChR e nAChR, bem como niveis de
acetilcolina (BIERER et al., 1995; WIELAND et al., 2004), sugeriram associacdo de
hipofuncédo colinérgica com déficits cognitivos, o que levou a formulagédo da hipétese
colinérgica da disfuncdo da memoéria na DA (BARTUS et al., 1982; BARTUS, 2000;
CRAIG et al., 2011).

2.1.2.4 HipGtese da metalobiologia

A deposicao de AB esta aumentada em pacientes com DA quando ha mutacgdes
em genes da APP e presenilina (PS) (HARDY e SELKOE, 2002; MATTSON, 2004) e
0 aumento na neurotoxicidade mediada por metais também esta associado a
deposicao de AB (BUSH, 2013). Concentracdes elevadas de AB é alta no cérebro
levam a formacéo de fibras amiloides insoluveis que podem ser complexadas com
zinco e cobre, agravando assim a toxicidade neuronal (GOURAS e BEAL, 2001). O
cobre pode mediar a dimerizagcdo dos mondmeros de AR, formando pequenos
oligbmeros de AB-Cu e, eventualmente, levando a formacao de agregados maiores
(HANE et al., 2013; HANE e LEONENKO, 2014).

A interacdo de ions metalicos com AP e seus efeitos na agregagao e toxicidade
de AB tém sido relativamente bem caracterizadas (KEPP, 2012; SAVELIEFF et al.,
2013). As espécies de AP ligadas ao cobre ou ferro, juntamente com ions metalicos
redox ativos, podem gerar ROS por meio de reacfes semelhantes a Fenton (Equacéo
1 e Equacéo 2) (SAVELIEFF etal., 2013; TIIMAN et al., 2013). As fibrilas de A também
poderiam atuar como um possivel coletor para ions metéalicos, promovendo a

descompartimentalizagdo dos ions metélicos (KEPP, 2012; TIIMAN et al., 2013).

n+ (n-1)+ : +
M+ H202 =M +OOH +H Equacéo 1

n+ (n-D)+ . -
M+ H202 =>M +OH + OH Equa(;éo 2
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O cobre mostrou a capacidade de aumentar a agregacao de A e um estudo in
vitro mostrou que a complexac¢ao de AB-cobre resultou na formacgéo de peroxido de
hidrogénio com propriedades neurotéxicas (HUANG et al., 1999). Além disso, metais
como cobre, ferro e zinco foram encontrados nos depdsitos amiléides no cérebro de
pacientes com DA (LOVELL et al., 1998). AB quando coordenada com o cobre leva a
geracdo de ROS envolvendo a reducédo do estado de oxidacdo do Cu?* para Cu* e
esta reducéo deve ser acompanhada pela oxidacdo de outras moléculas endégenas
como tiois, ascorbatos, lipidios ou cadeias laterais de AR (BUTTERFIELD et al., 2001;
BARNHAM et al., 2003; PUGLIELLI et al., 2005).

O mecanismo principal baseia-se na dishomeostase local de ions (Zn?* ou
Cu?*) que causa a formacgao de agregados de AR induzidos, 0s quais se transformam
em fibrilas amiloides contendo o ion metélico correspondente. Estas fibrilas iniciais
iniciam a fibrilagdo autocatalitica do AB que se reflete na concentragdo diminuida de
AB no fluido cérebro espinhal, pois os mondmeros de AR sdo adicionados as fibrilas e
as placas amildides sédo formadas. Nesta fase, os ions de cobre, bem como os ions
de ferro que estao principalmente ligados a ferritina, podem também ligar-se as fibrilas
e ser incorporados nas placas. Durante os processos de maturacdo, os céations redox
ativos de cobre e ferro tornam-se cineticamente presos dentro das placas e estao
assim fora de alcance para sequestro por proteinas ou enzimas de ligacdo ao metal.
Os ions aprisionados sdo capazes de ciclos redox, catalisando assim a producédo de
ROS e causando estresse oxidativo (TIIMAN et al., 2013).

O uso de quelantes nos tecidos post-mortem de pacientes com DA foi capaz
de dissolver essas placas amiloides (CHERNY et al., 1999) e um estudo in vivo usando
modelo animal de DA mostrou que agentes quelantes possuem capacidade de
solubilizar placas amiloides nos cérebros de ratos (CHERNY et al.,, 2001). A
degradacéo in vitro de AB adicionado ao liquido cefalorraquidiano foi acelerada em
presenca de zinco e cobre. Enquanto a interagcdo excessiva com cobre e zinco pode
induzir a precipitagdo neural de AR na DA, por outro lado a degradagédo de AB é
normalmente promovida por concentracoes fisiologicas de cobre e zinco (STROZYK
et al., 2009) evidenciando o papel desses ions na homeostase do SNC.

Em resumo, a hipétese do metal na DA, com a adi¢cdo do conceito de que 0s
efeitos (neuro)patogénicos de AR na AD sao promovidos pela conjugacao do peptideo
com metais parece ser uma hipétese viavel (BARNHAM e BUSH, 2008; ZATTA et al.,
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2009). As abordagens farmacéuticas cada vez mais sofisticadas s&o agora
implementadas para atenuar interacdes anormais entre A e metais sem causar uma
perturbacdo em niveis sistémicos. O tratamento da dishomeostase do metal pode ter
um forte potencial terapéutico na DA (ZATTA et al., 2009).

2.1.3 Sinais e sintomas da DA

A diferenca entre sintoma e sinal € que o sinal € aquilo que pode ser percebido
por outra pessoa sem o relato ou comunicagdo do paciente; e 0 sintoma € a queixa
relatada pelo paciente, mas que so ele consegue perceber. Sintomas sdo subjetivos,
sujeitos a interpretacao do proprio paciente (NIH, 2017b; 2017a).

A deméncia € uma sindrome caracterizada por perturbacdo de multiplas
funcBes cerebrais, incluindo memdria, pensamento, orientacdo, compreensao,
calculo, capacidade de aprendizagem, linguagem e julgamento. Os prejuizos da
funcdo cognitiva sdo comumente acompanhados, e ocasionalmente precedidos, pela
deterioracdo do controle emocional, comportamento social ou motivacédo (PRINCE et
al., 2013).

A DA é a forma mais comum de deméncia e, possivelmente, contribui para 60-
70% dos casos. Outros tipos de deméncias incluem deméncia vascular, deméncia
com corpos de Lewy e um grupo de doencas que contribuem para a deméncia
frontotemporal (ADI, 2009).

A deméncia pode afetar um paciente de diferentes maneiras, e a progressao
da doenca depende do impacto da doenca em si e da personalidade da pessoa e do
estado de saude. A deméncia pode ser dividida em trés etapas: (1) fase inicial — até 2
anos; (2) fase intermédia — 3 a 4 anos e; (3) fase tardia — 5 anos ou mais. Estes
periodos sdo dados como uma orientacdo aproximada e nem todos 0s pacientes com
deméncia irdo apresentar os mesmos sintomas (JOTHEESWARAN et al., 2010). O

Quadro 1 ilustra os sintomas comuns de pacientes com deméncia.
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Quadro 1. Sintomas comuns experimentados por pessoas com sindrome de deméncia.

Fase inicial

Fase intermediaria

Fase tardia

Parentes e amigos podem ver o
esquecimento como “velhice”,
sendo uma parte normal do
processo de envelhecimento.
Porque o inicio da doenca é
gradual e é dificil ter certeza
exatamente quando comecga.

- Pode ter alguma dificuldade

com a comunicagdo, como
dificuldade em encontrar
palavras

- Tornar-se perdido em lugares
familiares

- Perder a pista do tempo,
incluindo a hora do dia, més,
ano, estacao

- Tém dificuldade em tomar
decisbes e lidar com as
financas pessoais

- Tém dificuldade em realizar
tarefas domésticas complexas
- Humor e comportamento: -
pode tornar-se menos ativo e
motivado e perder o interesse
em atividades e hobbies

- Pode mostrar mudancas de
humor, incluindo depresséo ou
ansiedade
- Pode

reagir de forma

agressiva

A medida que a doenca
progride, as limitacdes tornam-
se claras e mais restritivas.

- Tornar-se muito esquecido,
especialmente  eventos e
nomes de pessoas

dificuldade

compreender o tempo, a data, o

- Tem em
local e os eventos;

-Podem se perder em casa,
assim como na comunidade

- Tem dificuldade crescente
com a comunicacdo (fala e
compreensao)
- Precisa de ajuda com
cuidados pessoais

- Incapaz de preparar com
sucesso a comida, cozinhar ou
limpar

- Incapaz de viver sozinho em
seguranca sem um apoio
consideravel

- Alteragbes comportamentais

podem incluir perguntas
errantes, repetidas, gritando,
apego, sono perturbado,

alucinacdes (ver ou ouvir coisas
gue ndo existem)

- Pode exibir comportamento
inapropriado em casa ou na
comunidade (ex. desinibicao,

agressao).

A (ltima etapa é de
dependéncia quase total e
inatividade. Os distarbios de
memoéria S840 muito graves e o
lado fisico da doenca torna-se
mais 6bvia.

- Geralmente desconhece o
tempo e o lugar
- Tem dificuldade em entender

0 que esta acontecendo a sua

volta

- Incapaz de reconhecer
parentes, amigos e objetos
familiares

- Incapaz de comer sem ajuda,
pode ter dificuldade em deglutir
- Aumento da necessidade de
autoatendimento assistido
(banhos e necessidades
fisiologicas)

- Pode ter incontinéncia urinéria
e intestinal

- Mudanga na mobilidade, pode
ser incapaz de caminhar ou ser
confinado a uma cadeira de
rodas ou cama

- As mudancas de
comportamento, podem escalar
e incluir a agressdo para o
cuidador

- Agitac@o néo verbal (chutar,
bater, gritar ou gemer) com o

cuidador

Adaptado de: (WHO, 2016)
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Os sintomas da DA variam entre os individuos. O sintoma inicial mais comum
€ um gradualmente piorar a capacidade de se lembrar de novas informagdes. Isso
ocorre porque 0s primeiros neurbnios a serem danificados e destruidos sao
geralmente em regides do cérebro envolvidas na formacao de novas memaorias. Como
neurbnios em outras partes do cérebro sdo danificados e destruidos, os individuos
experimentam outras dificuldades referentes com as areas envolvidas (ALZHEIMER-
ASSOCIATION, 2016).

Os testes neuropsicolégicos detalhados podem revelar dificuldades cognitivas
suaves até oito anos antes que uma pessoa preencha os critérios clinicos para o
diagnodstico da DA (BACKMAN et al., 2004). Estes primeiros sintomas podem afetar
as atividades mais complexas da vida diaria (NYGARD, 2003). O déficit mais notavel
€ a perda de memodria de curto prazo, que se mostra como dificuldade em lembrar
fatos recentemente aprendidos e incapacidade de adquirir novas informacdes
(ARNAIZ e ALMKVIST, 2003; BACKMAN et al., 2004). Apatia pode ser observada
nesta fase de pré-deméncia, e continua a ser o sintoma neuropsiquiatrico mais
persistente ao longo do curso da doenca (LANDES et al., 2001).

A disfuncdo da linguagem pode ocorrer como uma caracteristica precoce na
deméncia da DA e pode interferir consideravelmente com a comunicacdo a medida
que o vocabulario e a compreensdo do paciente tornam-se empobrecidos.
Desorientacdo espacial leva a objetos perdidos e dificuldade de orientacdo espacial.
Apraxia € uma incapacidade de realizar tarefas motoras praticadas, como escovar 0s
dentes ou usar um controle remoto, por exemplo. Embora estes sintomas classicos
da DA sejam atribuiveis a disfuncdo cerebral posterior, a deméncia da AD
normalmente causa alguma disfuncao frontal mesmo no inicio da doenca. Algumas
variantes da DA apresentam sintomas predominantes de ndo-memoria, incluindo
disfuncéo visual-espacial grave (atrofia cortical posterior ou variante de Benson),
problemas de linguagem (afasia semantica) ou disfuncdo comportamental (variante
frontal) (DUBOIS et al., 2007; BALLARD et al., 2011).

A maioria dos pacientes com DA apresentam problemas
comportamentais durante o curso da doenca (SAVVA et al., 2009). Depressao,
distirbios do sono ou apatia podem estar presentes precocemente. Sintomas
psicoticos, agitacdo psicomotora, agressao verbal e fisica e comportamento sexual

inapropriado tendem a aparecer durante estagios posteriores de deméncia (BALLARD
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et al., 2009). Alteracbes de comportamento, desde apatia até delirios, alucinacdes,
agitacao e agressividade, sdo comuns no curso da doencga, ocorrendo em cerca de

80% dos casos (TATSCH et al., 2006). Um resumo das alteracdes da capacidade

cognitiva esta disposto no Quadro 2.

Quadro 2. Evolucdo geral das altera¢des cognitivas da DA.

Dominio cognitivo

Estagio

Inicial

Intermediario

Avancado

Memoéria

Evocacgdo prejudicada
para fatos recentes.
Preservacdo relativas

da meméria remota

Memoéria remota

afetada

Déficit grave

visuoespaciais

pode guardar objetos

espacial; dificuldade

Funcfes executivas Dificuldade em | Planejamento Déficit grave
planejar atividades | alterados nas
complexas atividades
Linguagem Anomia leve e discreta | Redugdo maior da | Quase mutismo;
reducédo da fluéncia fluéncia; prejuizo da | possivel repeticdo das
compreensao palavras simples
Habilidades Dificuldade para dirigir; | Desorientacdo Déficit grave

em locais | na cépia de desenhos

inapropriados

Gnosia visual Relativamente Dificuldade em | Déficit grave

preservada reconhecer familiares

Praxias Relativamente Apraxia em vestir-se e | Déficit grave

usar utensilios

preservadas
Fonte: CHAVES et al. (2008)

O prejuizo crescente da aprendizagem e da memoria eventualmente leva a um
diagnéstico definitivo em pacientes na fase inicial. As dificuldades com a linguagem,
as funcbes executivas, agnosia ou a apraxia sdo mais proeminentes do que 0s
problemas de memdéria (FORSTL e KURZ, 1999). DA n&o afeta todas as capacidades
de memoria igualmente, as memorias mais antigas da vida da pessoa, chamada de
memoria episédica, os fatos aprendidos, chamados de memoéria semantica, e
memoria implicita, ou seja aquelas aprendidas de modo mecéanico, sdo afetadas
(CARLESIMO e OSCAR-BERMAN, 1992; JELICIC, 1995).
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Nesta fase, os problemas de linguagem caracterizam-se principalmente por um
vocabulério encolhido e uma diminuicdo da fluéncia das palavras, levando a um
empobrecimento geral da linguagem oral e escrita (FORSTL e KURZ, 1999; TALER e
PHILLIPS, 2008). Durante a execucao de tarefas motoras finas, tais como escrever,
desenhar ou vestir, certas coordenagéo de movimento e dificuldades de planejamento
(apraxia) podem estar presentes, mas geralmente sdo despercebidas (FORSTL e
KURZ, 1999).

Na fase intermediaria, a deterioracdo progressiva eventualmente impede a
independéncia, com os pacientes sendo incapazes de realizar as atividades mais
comuns da vida diaria (FORSTL e KURZ, 1999). Dificuldades de fala tornam-se
evidentes devido a uma incapacidade de lembrar o vocabulario, o que leva a
frequentes substituicbes de palavras incorretas (parafases). As habilidades de leitura
e escrita também séo progressivamente perdidas (FRANK, 1994; MAHENDRA et al.,
2011). Durante esta fase, os problemas de memoaria pioram, e a pessoa pode deixar
de reconhecer parentes proximos (agnosia) (FORSTL e KURZ, 1999; MINATI et al.,
2009). A memoaria de longo prazo, que era previamente intacta, torna-se prejudicada
nesta fase (FORSTL e KURZ, 1999). Aproximadamente 30% das pessoas com AD
desenvolvem ilusdes e outros sintomas delirantes (BURNS e ILIFFE, 2009). Os
pacientes também perdem a percepcao do processo e das limitacbes da doenca
(anosognosia) (FORSTL e KURZ, 1999).

Durante o estagio avancado, o paciente € completamente dependente de
cuidadores (ALZHEIMER-ASSOCIATION, 2016). A linguagem ¢é reduzida a frases
simples ou mesmo a palavras isoladas, levando eventualmente a completa perda da
fala (FRANK, 1994). Apesar da perda de habilidades de linguagem verbal, as pessoas
muitas vezes podem entender e retornar sinais emocionais. Embora a agressividade
ainda possa estar presente, extrema apatia e exaustdo sao sintomas muito mais
comuns. A massa muscular e a mobilidade deterioram-se até o ponto em que sao
acamadas e incapazes de se alimentar. A causa da morte € geralmente um fator
externo, como a infecgéo de Ulceras de pressao ou pneumonia, € nao a propria doenca
(FORSTL e KURZ, 1999).

Clinicamente, as pessoas com doenca de Alzheimer demonstram um declinio
lento e progressivo em varias areas, incluindo a cogni¢éo e a capacidade de realizar

atividades da vida diaria. Disturbios de comportamento, variando em severidade de
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questionamento repetido a violéncia fisica, sdo comuns. A duracdo média da doenca
é de 10 anos, durante o qual os pacientes progridem de perda leve de memoria para
a necessidade de supervisdo de um cuidador para total dependéncia (SLOANE,

1998). Esses dados estéo dispostos na Figura 2.

Figura 2. Ocorréncia das tipicas de manifestagbes durante o percurso da doenca de
Alzheimer.

Inicio dos sintomas cognitivos
Compras e administracao financeira

Tomar banho

Continéncia urolégica ou fecal

Alimentacgéao

Perda da independéncia
funcional

Problemas comportamentais
Cuidados em casas de idosos

Obito
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w
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Anos

Adaptado de: SLOANE (1998)

2.1.4 Tratamento e terapia farmacoldgica da DA

A atual abordagem farmacologica do tratamento da DA é baseada na
prevencdo vascular e na terapéutica sintomatica com inibidores da colinesterase e
antagonistas de N-metil-d-aspartato (NMDA). Os inibidores da colinesterase sao
incluidos em farmacos como donepezil, rivastigmina, galantamina (MASSOUD e
LEGER, 2011) e tacrina (WINSLOW et al., 2011). Esses farmacos atuam inibindo a
acdo da AChE e otimizando os niveis de acetilcolina disponiveis para estimulacéo
pos-sinaptica (BENTLEY et al., 2009).

Os inibidores da AChE estéao associados com efeitos adversos gastrointestinais
como nauseas e vomitos que mais comumente levam a descontinuacao do tratamento
(MEHTA et al., 2012; COLOVIC et al., 2013). A tacrina tem uma meia-vida bioldgica
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curta e necessita de quatro administracfes por dia (JANN et al., 2002). Além disso, 0s
pacientes que usam este farmaco necessitaram de monitorizacéo periddica devido a
hepatotoxicidade (WATKINS et al., 1994). Além disso, a galantamina e a rivastigmina
exibem uma meia-vida de 7 e 2 horas, respectivamente. O uso de memantina pode
causar efeitos adversos como tonturas, confusao, constipagéo e vomito (RAINA et al.,
2008). Rivastigmina na forma transdérmica podem ser melhor tolerados do que a
rivastigmina pela via oral ( WENTRUP et al., 2008). A tacrina ndo esta mais disponivel
devido a preocupacdes de seguranca e tolerabilidade (WINSLOW et al., 2011). Um
resumo dos parametros farmacocinéticos dos farmacos usados na DA esta mostrado

no Quadro 3.

Quadro 3. Resumo dos parametros farmacocinéticos dos inibidores da colinesterase e da
memantina.

Farmaco Bd (%) tmax (h) LPP (%) tiz (h) Metabolismo
hepético
Tacrinat 17-37 0,5-3 75 1,3-7 CYP1A2
CYP2D6
Donepezila® 100 3-5 96 60-90 CYP2D6
CYP3A4
Galantaminat 85-100 0,5-1,5 18 5-7 CYP2D6
CYP3A4
Risvastigminat 40 0,8-1,7 40 2 N&o hepatica
Memantina* 100 3-7 45 60-80 ND

Abreviaturas: CYP, citocromo P450; tmax, tempo até & concentracdo sérica; maxima; h, horas; LPP,
ligacéo as proteinas plasmaticas; Bd, biodisponibilidade; ti2, meia-vida; ND, ndo disponivel. T Utilizado
em estagio inicial a moderada; * Para doenca moderada a grave associado ou ndo com IAChEs. *Todos
0s estagios. Adaptado de: FONSECA-SANTOS et al. (2015)

A memantina € um antagonista de NMDA que atua como um antagonista nao
competitivo do receptor de glutamato (STUART, 2005; KAVIRAJAN, 2009). A
excitotoxicidade relacionada ao glutamato resultante de uma ativacao excessiva de
receptores de aminoacidos neuronais (MARK et al.,, 2001) esta envolvida na
fisiopatologia de AD (MOLINUEVO et al.,, 2005). A memantina atua no sistema
glutamatérgico blogueando os receptores de NMDA e este bloqueando os efeitos
sobre a reducdo da atividade do glutamato nas células cerebrais e bloqueando a
atividade do neurotransmissor (CACABELOS et al., 1999; XIA et al., 2010). Em niveis
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normais, o glutamato esta ligado com os processos de memdria e aprendizado, mas
em niveis muito altos, o glutamato parece estimular as células nervosas, matando-as
por excitotoxicidade (RAMMES et al., 2008). A interacdo da memantina com 0s
receptores de NMDA desempenha um papel importante na melhoria sintomatica na
DA. Além disso, ainda ndo h& provas de que a capacidade da memantina para
proteger contra a excitotoxicidade mediada pelo receptor NMDA tenha um efeito
modificador da doenca na DA, embora isto tenha sido sugerido em modelos animais
(PARSONS et al., 2007).

Nenhum dos tratamentos farmacolégicos disponiveis hoje para a DA retarda ou
reverte o dano e a destruicdo de neurdnios que causam sintomas e levam a
mortalidade e morbilidade. Os seis medicamentos aprovados! pela FDA para o
tratamento da DA melhoram temporariamente os sintomas, aumentando a quantidade
de neurotransmissores no cérebro. A eficacia destes farmacos varia de pessoa para
pessoa (ALZHEIMER-ASSOCIATION, 2016).

De 2002-2012, foram testados 244 farmacos para a DA em ensaios clinicos
registradospelo Instituto Nacional de Saude dos EUA, sendo estudos clinicos publicos
e privados (CUMMINGS et al., 2014). Apenas um dos 244 prot6tipos concluiu com
sucesso ensaios clinicos e recebeu a aprovacao do FDA. Muitos fatores contribuem
para a dificuldade de desenvolver tratamentos eficazes para a DA (CUMMINGS et al.,
2014). Estes fatores incluem o alto custo do desenvolvimento de farmacos (RAWLINS,
2004), o tempo relativamente longo para observar se um tratamento em investigacao
afeta a progresséo da doenca e a estrutura do cérebro (SCHNEIDER et al., 2014),
erros nas diretrizes das fases pré-clinica e clinica do desenvolvimento de farmacos
(SCHNEIDER et al., 2014), baixa permeabilidade pela BHE, através da qual apenas
as moléculas especificas podem atravessa-la (GARCIA-GARCIA et al., 2005; BANKS,
2008; CHEN e LIU, 2012; FONSECA-SANTOS et al., 2015), resultam em falhas nas

etapas clinicas.

2.2 Trans-resveratrol: aspectos farmacocinéticos, biofarmacéuticos, e
farmacodinamicos na DA

! Tacrina (descontinuado nos Estados Unidos devido aos efeitos colaterais potencialmente graves), galantamina,
rivastigmina, donepezila, memantina e um medicamento que combina memantina e donepezil.
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O trans-RES (3, 5, 4'-tri-hidroxi-trans-estilbeno) é um tipo de polifenol produzido
em varias plantas, especialmente na cascas e sementes de uvas (YILMAZ e TOLEDO,
2004). Devido a alta concentracdo dessa substancia na casca das uvas, ha uma
guantidade significativa de RES no vinho tinto (GUERRERO et al., 2009).

O RES apresenta-se como um pé esbranquicado, com férmula molecular
C14H1203, peso molecular igual a 228,25 g mol* (O'NEIL et al., 2006), solubilidade em
agua de 0,03 g/L, solubilidade em DMSO de 16 g¢/L, solubilidade em etanol igual a 50
g/L, ponto de fusdo entre 253 e 255 °C (AMRI et al., 2012) e um de log P igual a 3,1
(KRISTL et al., 2009). Apesar de apresentar baixa solubilidade em agua, o RES exibe
alta permeabilidade da membrana e pode ser considerado um componente classe-ll
(AMRI et al., 2012) no Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB) (AMIDON et
al., 1995).

O RES exibe duas formas isoméricas estruturais: cis- (Z) e trans- (E) (Figura 3).
O isbmero trans € biologicamente mais ativo do que o isbmero cis, provavelmente
devido a sua conformacdo nao planar (ANISIMOVA et al.,, 2011). O cis-RES foi
relatado como instavel e, portanto, ndo esta disponivel comercialmente (FRANCIOSO
et al., 2014). Na verdade, quando protegido da luz, o trans-RES é estavel por pelo
menos 42 h (DPR < 1%) e em 28 dias (DPR < 4,7%) em tampdes variando o pH de 1-
7, engquanto que a forma cis é apenas estavel em pH neutro e quando completamente
protegido da luz (TRELA e WATERHOUSE, 1996). Por outro lado, VIAN et al. (2005)
demonstraram que 80-90% do trans-RES em solucgéo foi convertido em cis-RES se
exposto a luz durante 1 h .

Figura 3. Estruturas quimicas do trans-RES e cis-RES.

OH
OH OH

OH

trans-resveratrol cis-resveratrol
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O destino in vivo do RES apds administracdo oral foi reconstituido com base em
dados diversos obtidos in vitro em culturas celulares em modelos de intestino delgado

ex vivo e em modelos animais in vivo e em seres humanos (Figura 4).

Figura 4. Rotas farmacocinéticas in vivo do resveratrol apdés administracdo oral.
llustracdo esquematica baseada em dados diversos obtidos in vitro em culturas
celulares, ex vivo em modelos isolados de intestino delgado e in vivo em animais e
humanos.

[Distribuigéo ] oo
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. %{ Estomago }
» Segundo pico em 6h
[Figado
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Intestino
L

- \ * Réapida absorgéo (46-80%)
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* Excregédo 70-98%

« Acumulagéo enterdcitos (2%)

* Gluconidagéo e sulfatagao
*+ 7-15h apés a

administragao

Adaptado de: AMRI et al. (2012).

Estudos farmacocinéticos em voluntarios do sexo masculino apds a ingestéao de
comprimidos contendo 500 mg de RES mostraram que valores de Cmax para RES,
RES glicuronado e RES sulfatado foram 71,2 +42,4 ng mL™, 4.083,9 + 1,704,4 ng mL-
1 e 1.516,0 + 639,0 ng mL%, respectivamente, enquanto os valores de AUCo-inf foram
179,1+79,21 ng mL*h?, 39.732,4 £+ 16.145.6 ngmL* h' e 14.441.7 + 7,593.2 ng mL"
1 hl, respectivamente (SERGIDES et al.,, 2016). Esses dados corroboram com
estudos anteriores, os quais demonstraram que o RES é bem absorvido apés a
administracdo oral, cerca de ~ 75% da dose é absorvida (AMRI et al., 2012).
Entretanto ap0s o processo de absorcédo, o RES sofre um metabolismo rapido e
extensivo, levando a baixa biodisponibilidade (ALMEIDA et al., 2009; COTTART et al.,
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2010), principalmente metabolizado nos intestinos e no figado, e seus principais
metabolitos sdo conjugados glicuronideos e sulfatos de RES (KUHNLE et al., 2000;
BROWN et al., 2010; ROTCHES-RIBALTA et al., 2012).

A absorcéo intestinal como resultado de um processo de difusdo passiva com
velocidade rapida foi observada em modelo de células Caco-2 (KALDAS et al., 2003)
e é estimada em 46% em intestino delgado perfusado de rato, além da acumulagéo
em enterécitos (ANDLAUER et al., 2000); 77-80% em ratos (SOLEAS et al., 2001) e
pelo menos 70% em humanos (WALLE et al., 2004; WALLE, 2011). O metabolismo
de farmacos pela flora bacteriana do c6lon também é considerado uma importante via
metabolica (WALLE, 2011). Para o RES, os niveis plasméticos dos metabolitos
conjugados foram relatados como sendo maiores em comparagcdo com o0s do
composto original em estudos com animais e em humanos (MUZZIO et al., 2012). O
metabolismo dentro do enterécito consiste na formacdo de glicuroconjugados e
sulfoconjugados de RES que sao absorvidos em diregcdo ao espago vascular ou
excretados no limen [(ANDLAUER et al., 2000); sulfatac&o e glucuronidacao também
ocorrem no duodeno humano (DE SANTI et al., 2000) e nas linhagens de células
intestinais Caco-2 humana (KALDAS et al., 2003; MAIER-SALAMON et al., 2006).

A ocorréncia do RES na circulagdo mesentérica representa 21% no intestino
delgado de rato apos perfusdo (ANDLAUER et al., 2000), além do RES possuir ligacéo
a albumina sérica (JANNIN et al., 2004; LANCON et al., 2004) e com lipoproteina
humana de baixa densidade (URPI-SARDA et al., 2005). A absorc¢éo hepatica resulta
da contribuicdo de um processo de difusdo passiva e de um processo mediado por
transportador na linha celular de hepatoblastoma humano HepG2 e em hepatdcitos
humanos (LANCON et al., 2004). O metabolismo hepatico consiste em sulfatacdo e
glucuronidagéo conforme evidenciadas em amostras de figado humano (DE SANTI et
al., 2000).

A distribuicdo sistémica em roedores € caracterizada por uma concentracdo
maxima a 30 min (SOLEAS et al., 2001), com metabolitos tornando-se detectaveis 3
h apds a administragéo (YU et al., 2002; SALE et al., 2004). Em seres humanos, o
RES livre em plasma e sérico representa menos de 2% do RES total (WENZEL e
SOMOZA, 2005). Um recente estudo realizado por MENET et al. (2017) mostrou que
no figado, coracdo e cérebro, o padrdo de concentragéo livre de RES foi semelhante

ao do plasma, além disso a presenca de RES no cérebro de ratos provavelmente
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depende da dose administrada. Outro estudo elucidou a biodisponibilidade cerebral
do trans-RES monitorando as concentracdes cerebrais e 0s tempos de permanéncia
apos a administracdo de RES através de via intragastrica (via oral), intraperitoneal,
artéria carétida externa e intratecal. Os resultados sugerem que, embora o RES seja
capaz de atravessar a BHE, ndo atinge niveis terapéuticos no cérebro através de rotas
convencionais de administragao sistémica, tais como a via oral e intraperitoneal (SHU
et al., 2015). Outro estudo, mostrou que a administracéo i.p. de RES na dose de 2 mg
kg! resulta na concentracdo de ~1 pg g em cérebro de ratos em 90 minutos
(VIJAYAKUMAR et al., 2016). Os dados corroboram com outro estudo que encontrou
cerca de ~3 ug g* em cérebros de ratos apés 90 minutos e na dose de 5 mg kg
(JOSE et al., 2014).

Células endoteliais microvasculares cerebrais humanas imortalizadas (hCMEC /
D3) mostram morfologia semelhante as culturas primérias de células endoteliais do
cérebro, representando um modelo de BHE humana que pode ser facilmente cultivado
e & muito util para estudos celulares e moleculares (WEKSLER et al., 2013). Um
estudo realizado neste tipo de cultura de células para avaliar a permeabilidade de
RES, os resultados mostraram que a permeabilidade total, em 4 horas, foi de cerca
de 15% e o valor de permeabilidade aparente (Papp) foi de 0,58 +0,06 x 10° cm/s
(NEVES et al., 2016).

A excrecéo da fracdo nao absorvida representa 40% de RES livre, 11% na forma
glicuronideo e 3% de conjugados de sulfato em intestino delgado de ratos
(ANDLAUER et al., 2000). A excrecdo renal € a principal via de eliminacdo em
modelos animais e em seres humanos, onde apds a administracdo oral em seres
humanos € de 71 a 98% (contra 54-91% ap6s a administracdo i.v.) enquanto a
excrecéo fecal varia entre 3,3 e 35% (WALLE et al., 2004).

Nos ultimos anos, varios estudos se concentraram em novas abordagens de
formulacdo para estabilizar e proteger o RES da degradagdo, aumentar sua
solubilidade em &agua, a fim de melhorar sua biodisponibilidade, e alcancar uma
liberagdo controlada (SANTOS et al., 2011; AMRI et al., 2012). A utilizacdo de
sistemas compostos por lipidios-tensoativos parece ser uma estratégia interessante,
uma vez que moléculas hidrofébicas podem ser dissolvidas nestes sistemas
(KARASULU, 2008; HE et al., 2010; LANCELOT et al., 2014). A principal limitacao

associada a rapida depuracdo mucociliar no sitio nasal resulta em baixa absorcéo e,
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portanto, baixa biodisponibilidade. Para superar isso, 0s sistemas mucoadesivos de
administracdo de farmacos de gelificacdo nasal sdo explorados para serem
administrados para essa via (CARVALHO et al., 2013b; SINGH et al., 2013).

Neste sentido o uso de sistemas baseados em lipidio-tensoativo pode ser
explorado devido as suas propriedades de mudanca de mesofases. Por exemplo, por
adicdo de 4gua a um sistema de um lipidio-tensoativo, ambas o0s solu¢des isotropicas
(micelas e microemulsdes) podem ser transformadas em sistemas liquidos cristalinos,
tais como as mesofases lamelares, hexagonais ou cubicas (MALMSTEN, MARTIN,
2002a; MALMSTEN, 2007). Devido a sua viscosidade frequentemente alta, as
mesofases liquido-cristalinas também s&o um sistema de entrega adequado quando
o farmaco precisa ser localizado, por exemplo, em cavidades corporais, como a
mucosa nasal. Ao mesmo tempo, a alta viscosidade das fases cristalinas liquidas faz
a preparacdo, manuseio e administracdo de tais sistemas dificeis. Dado estas
consideracdes, interesse em relacdo ao uso de sistemas isotrépicos liquido como um
sistema precursor para o uso de transformacBes de mesofase in situ de baixa
viscosidade, onde é facil de preparar, armazenar e administrar, para uma mesofase
cristalina liquida altamente viscosa ap6s administracdo (MALMSTEN, 2007). Assim a
incorporacdo do RES em um sistema lipidio-tensoativo pode ser interessante e as
propriedades para geleificacdo in situ para a cavidade nasal podem ser exploradas.

Desordens neurolégicas, como DA, ocorrem por danos oxidativos e
inflamatdrios no SNC (WYSS-CORAY e ROGERS, 2012). O RES tem mostrado na
literatura efeitos anti-inflamatérios e anti-oxidativos, muitos destes estudos tém
levantado hipoteses do RES no tratamento para transtornos neurolégicos (BERMAN
et al., 2017; SAWDA et al., 2017). Além disso, o0 RES é conhecido por modular as
atividades da proteina quinase ativada pela monofosfato de adenosina (AMPK),
sirtuina 1 (SIRT1) e peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha (PGC-1a), e reguladores metabdlicos que demonstraram estar envolvidos no
inicio de disturbios neurolégicos (PASINETTI et al., 2015).

O RES promove caminhos anti-envelhecimento através da ativagéo de varios
alvos metabdlicos, incluindo a AMPK. O RES aumenta os niveis de calcio citosolico e
promove a ativacdo da AMPK pela proteina quinase-beta dependente de
calcio/calmodulina. A ativacdo farmacologica e genética direta da AMPK reduziu o

acumulo extracelular de A, enquanto que a inibicdo de AMPK reduziu o efeito do
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RES sobre os niveis de AB. O RES inibe o alvo mTOR de AMPK (mechanistic target
of rapamycin) para desencadear a autofagia e a degradacéo lipossémica de AB (CAI
et al., 2012). O RES administrado por via oral em camundongos foi detectado no
cérebro, onde ativou a AMPK e diminuiu os niveis de AB cerebral e a sua deposigao
no cortex cerebral (VINGTDEUX et al., 2010).

Embora o mecanismo exato do desenvolvimento AD seja desconhecido, foram
identificados varios biomarcadores que ajudam a caracterizar o inicio e a progressao
da doenga e podem servir como alvos terapéuticos. O acumulo de placas AB causado
por mutacdes genéticas de APP ou APOE e o aumento da inflamacgé&o e dano oxidativo
foram associados ao desenvolvimento e progressao da DA (HUANG e MUCKE, 2012).
Além disso, a restricdo caldrica foi mostrada para prevenir o aparecimento de
distarbios neurolégicos (PASINETTI et al., 2015). A restricao calérica ativa as sirtuinas
das desacetilases, principalmente a SIRT1, que também é ativado pelo RES (CHUNG
et al., 2010). Estudos pré-clinicos com RES sugerem que simula os efeitos benéficos
da restricdo caldrica através da ativacdo farmacoldgica de SIRT1 (JAYASENA et al.,
2013). No que diz respeito a AD, a superexpressdo SIRT1 no cérebro reduz a
progressdo da AD através de dois mecanismos putativos. Em primeiro lugar, SIRT1
direciona a divisdo da APP longe da producdo de AR ativado pela a-secretase
(clivando a APP dentro da sequéncia AB). Em segundo lugar, SIRT1 desacetila tau,
visando assim sua ubiquitinacao e clivagem proteasomal e reduzindo os emaranhados
(GUARENTE 2011).

PGC-1a € uma proteina relacionada a varios mecanismos celulares que levam
a alteracdo da regulacdo de genes (LIN et al., 2002). Foi relatado que a PGC-1a
poderia proteger as células contra o estresse oxidativo e reduzir a disfuncéo
mitocondrial (SCARPULLA, 2002; QIN et al., 2009). Na DA, a biogénese mitocondrial
prejudicada em células neuronais causa disfuncdo de sinapse (MENDOZA et al.,
2014) e danos celulares (REDDY et al., 2012) e contribui para o declinio cognitivo
(KIMATA et al., 2012). Além disso, um estudo relatu que o nivel de PGC-1a
evidentemente diminui nos cérebros de pacientes com AD mitocondrial (QIN et al.,
2009). Diminuicdo mediada por RES na acetilacdo de PGC-1a e um aumento na
atividade da mesma foi observada (LAGOUGE et al., 2006).

Uma série de estudos demonstraram a capacidade de RES para reduzir a

secrecdo de AP de diferentes linhas celulares (MARAMBAUD et al., 2005) e suprimir
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a neuroinflamacéo por inibicdo da NADPH oxidase e atenuar a expressao induzida
por fator nuclear kappa beta (NF-kB) de oxido nitrico-sintase induzida (iINOS), ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) e fosfolipase A2 (sPLAz) (LIN et al., 2004; Bl et al., 2005; KIM et
al., 2006). Os mecanismos pelos quais 0 RES atenua a neuroinflamacéo ainda nao
sdo completamente elucidados. Uma via importante parece envolver a parada
dependente de sirtuina pelo NF-kB na cadeia de cascatas de sinalizagéo de células B
ativadas, um passo que resulta em blogueio downstream da ativacdo de microglia
(CAPIRALLA et al., 2012).

Um estudo foi realizado por xx que tratou em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina com RES na dose de 10 e 20 mg kg. Os resultados mostraram que
revelando que o tratamento com RES reverteu o comprometimento da meméria
induzida pelo diabetes. Em relacdo a atividade da AChE, observou-se um aumento
significativo no grupo diabético tratado com RES (P < 0,05) em todas as estruturas
cerebrais em relacdo ao grupo controle negativo. No entanto, a atividade de AChE
diminuiu significativamente nos grupos controle tratado na dose de 10 e 20 mg kg
com RES (P < 0,05) no cortex cerebral, hipocampo e estriado, enquanto ndo houve
diferencas significativas nos grupos diabéticos tratado na dose de 10 e 20 mg kg* em
todas as estruturas cerebrais em comparagcdo com o controle. Em concluséo, os
resultados presentes mostraram que o tratamento com RES previne o aumento da
atividade de AChE e consequentemente o comprometimento da memaoria em ratos
diabéticos, demonstrando que este composto pode modular a neurotransmissao
colinérgica e consequentemente melhorar a cognicdo (SCHMATZ et al., 2009)sm.

MA et al. (2013) conduziram um estudo em que o RES melhorou a cognicéo e
reduziu o estresse oxidativo em ratos com deméncia vascular. Os resultados
mostraram que o RES foi capaz de reduzir a laténcia de escape e as distancias de
escape no labirinto de Morris e melhorou a capacidade de aprendizagem e memoria
em ratos de deméncia vascular. Outros experimentos descobriram que o RES
diminuiu os niveis de malonildeido e aumentou a atividade da superéxido dismutase
e 0s niveis de glutationa no hipocampo e no cortex cerebral de ratos de deméncia
vascular confirmando os efeitos neuroprotetores do RES.

RES é um produto natural com varios efeitos terapéuticos e demonstrou-se
imitar os efeitos da restricdo calorica, exercer efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes

e afetar a iniciacao e a progressdo de muitas doencas através de varios mecanismos
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moleculares especificos. Uma gama dos ensaios clinicos do RES tem focado em
cancer, disturbios neurolégicos, doencas cardiovasculares, diabetes, doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica e obesidade. Para os disturbios neuroldgicos, doencas
cardiovasculares e diabetes, os ensaios clinicos atuais mostram que o RES foi bem
tolerado e influenciou de forma benéfica os biomarcadores de doencas estudadas
(BERMAN et al., 2017).

2.3 Sistemas baseados em anfifilicos para a liberacdo de farmacos

Moléculas anfifilicas ou tensoativas contém uma parte hidrofébica e hidrofilica,
em solugdo aquosa frequentemente se juntam na interface e se auto-agregam numa
tentativa de sequestrar as suas regides apolares do contato com a fase aquosa
(LAWRENCE, 1994). A auto-agregacdo na presenca de agua formando uma
variedade de estruturas distintas, essa variacdo depende de parametros, como, por
exemplo, concentracdo de tensoativos, presenca de eletrélitos ou a temperatura
(MALMSTEN, M, 2002). Em solucdes diluidas, solucdes isotropicas de agregados
micelares podem ser formadas, enquanto que em sistemas tensoativo-solvente em
concentracbes mais elevadas, fases liquido-cristalinas isotrOpicas e anisotropicas
podem existir (MALMSTEN, M, 2002). Quando um 0leo ou mesmo outros
componentes, como outro tensoativo ou um alcool de cadeia média, sdo adicionados
ao sistema tensoativo-dgua podem levar a varios niveis de estruturacdo mais
complexos. Dessa forma, emulsdes, microemulsées e mesofases liotropicas de
diferentes geometrias podem ser geradas (EZRAHI et al., 1999).

A escolha do sistema utilizado para solubilizacdo depende de fatores, incluindo,
por exemplo, (1) a quantidade de farmaco que necessita de ser solubilizada, (2) a
guantidade de anfifilico que pode ser tolerada, (3) requisitos de estabilidade a longo
prazo, (4) taxa de liberacdo e outros fatores relacionados com a administracado do
farmaco. As principais vantagens e desvantagens dos diferentes sistemas séo

resumidas no Quadro 4.
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Quadro 4. Principais vantagens e desvantagens com diferentes sistemas baseados em anfifilicos para solubilizacdo de farmacos hidrofébicos

Tamanho maior de goticula (> 1 pm)

Sistema Vantagens Desvantagens

Micela Baixas concentrag@es de anfifilico requeridas Sensivel a diluicao
Baixa viscosidade Baixa capacidade de solubilizacdo
Tamanho pequeno da goticula Potencial toxicidade do anfifilico
Facil preparacéo

Emulséo Alta capacidade de solubiliza¢do de farmacos Estabilidade limitada

Requer técnica de preparo adequada

Microemulsao

Boa estabilidade termodindmica a longo prazo
Boa capacidade de solubilidade de farmacos
Facil preparacdo

Tamanho nanométrico da goticula (10 — 100 nm)
Aspecto transparentes

Distribuicdo unimodal do tamanho de goticulas

Requer altas concentrag¢des de anfifilico

Solubilidade do farmaco influenciada pelos excipientes

Potencial toxicidade do anfifilico

Alteracdo do tamanho/distribuicdo das goticulas em funcdo da
diluicdo em agua

Nanoemulsao

Baixa carga de anfifilico associado a um co-tensoativo

Boa capacidade de solubilidade de farmacos

Tamanho nanométrico da goticula (<100 nm)

Aspecto com cores azuladas ou translicidas

Média-alta estabilidade termodinédmica a longo prazo

Distribui¢cdo bimodal do tamanho de goticulas

Podem ser diluidas por dgua sem alterar a distribuicdo de tamanho de goticula

Podem ser obtidas por método de baixa energia

Requer técnica de preparo adequada envolvendo energia

Potencial toxicidade do anfifilico

Fases

cristalinas

liquido-

Boa estabilidade a longo prazo

Geralmente viscoso

Boa capacidade de solubilizagéo de farmacos
Solubilizagao de farmacos hidréfilos e hidrofobicos

Solubilizagdo de moléculas de baixo & alto peso molecular

Em alguns casos dificil de preparar devido a viscosidade

Sensivel a diluicdo

Adapatado de: MALMSTEN, M (2002); ANTON e VANDAMME (2011); MCCLEMENTS (2012); SANTOS et al. (2013); DOKANIA e JOSHI (2015).
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2.3.1.1 Microemulsdes e nanoemulsoes

As microemulsdes (MES) sao sistemas isotropicos termodinamicamente
estaveis compostos de Oleo, 4gua, tensoativo e co-tensoativos ou co-solventes. O
fendmeno principal para a formagdo de MEs é a tensdo interfacial baixa, que €
usualmente obtida pelo uso de dois ou mais emulsionantes, um é predominantemente
solivel em agua enquanto o outro é predominantemente soluvel em 6leo (co-
tensoativo). Os co-tensoativos reduzem a tensao interfacial para um valor ultra baixo,
necessario para a formacao de do sistema microemulsionado (PARMAR et al., 2011,
RAHMAN et al., 2013).

Estruturas microscopicas tipo emulsdo numa mistura de agua, brometo de
cetiltrimetilaménio, fase oleosa e alcool (hexanol) foram inicialmente propostas por
HOAR e SCHULMAN (1943). Em 1959, essas estruturas foram finalmente
confirmadas solidificando a fase oleosa através de coloracéo, e visualizadas por
microscopia eletrénica por SCHULMAN et al. (1959), sendo o primeiro a descrever
MEs, definindo o termo “microemulsdes” como sistemas que sao claros e de natureza
semelhante a solucdo com goticulas dispersas umas nas outras (HOAR e
SCHULMAN, 1943).

Uma definicdo mais recente e aceita de MEs como uma dispersao homogbnea
formada espontaneamente, transparente, termodinamicamente estavel de dois
liguidos imisciveis contendo quantidades apropriadas de tensoativos e co-tensoativos
(ZANA, 1994; SOLANS e KUNIEDA, 1997). Segundo a IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), ME pode ser definida como uma dispersao de agua,
Oleo e tensoativo que € um sistema isotropico e termodinamicamente estavel com
diametro do dominio disperso? variando aproximadamente de 1 a 100 nm, usualmente
10 a 50 nm (SLOMKOWSKI et al., 2011). Os tipos de estruturas das MEs estao
representados na Figura 5.

As MEs sdo normalmente obtidas em intervalos de concentracdo especificos
sdo obtidos por diagramas de fase pseudo-ternarios (relacbes entre agua, oOleo e
tensoativo/co-tensoativo). A regido de ME € caracterizada por composi¢cdes que

produzem uma tenséo interfacial muito baixa na interface agua e 6leo, a formacao de

2 Os dominios da fase dispersa podem ser globulares ou interligados — microemulsédo
bicontinua.
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uma pelicula surfactante interfacial e associa¢cdo das moléculas da fase oleosa com a

pelicula na interface.

Figura 5. Representacdo esquematica das estruturas de microemulsdes, ME 4gua em 6leo
(A/O) ou 6leo em agua (O/A), e (c) ME bicontinua podendo ser A/O ou O/A

Microemulsao Microemulsao Microemulsdo Microemulsio
A/O Bicontinua A/O Bicontinua O/A O/A

C

; - T - | Fase
O | -\:;‘ -7777/ \\l.‘. / \j\ 7;.:-77 -_l‘ : ‘:I eXterna

Agual interface || Molécula anfifilica Oleg
0000 mmcd || Fase aquosa
D Fase oleosa

Adaptado de: (DE ALMEIDA et al., 2017)
WINSOR (1948) classificou os sistemas microemulsionados em quatro tipos:
e Tipo I (o anfifilico é preferencialmente sollvel em agua e forma ME O/A)
e Tipo Il (o anfifilico est& principalmente na fase oleosa e forma ME A/O)
e Tipo Il (um sistema trifasico em que uma fase média contendo anfifilico
coexiste tanto com o excesso de agua como com as fases pobres em anfifilico)
e Tipo IV (uma solucdo micelar monofésica (isotropica) se forma apés a adicédo
de uma quantidade suficiente de anfifilico)

Dependendo do tipo de anfifilico e fase oleosa, os tipos I, Il, 1l ou IV formam
preferencialmente, sendo o tipo dominante relacionado ao arranjo molecular na
interface. Essas transicOes e formacdes estruturais ndo sao totalmente
compreendidas em termos de mecanismo. No entanto, € determinado que a
flexibilidade da pelicula de anfifilico na interface € um fator importante para a
formacdo. Neste sentido, um surfactante mais flexivel pode permitir a existéncia de
estruturas diferentes de MEs (KREILGAARD, 2002).
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Aintroducao de um co-tensoativo de cadeia curta ao filme de tensoativo permite
a diminuigcéo da tenséo interfacial e a fluidizag&o do filme interfacial. No caso das MEs,
a obtencédo de tensao interfacial muito baixa € um requisito essencial e 0 uso de um
segundo anfifilico, usualmente um alcool de comprimento de cadeia médio, €&
geralmente necessario (BRUSCHI, 2015).

Em principio, as MEs podem ser formadas espontaneamente simplesmente
juntando 6leo, agua e anfifilico a uma temperatura particular sem fornecer qualquer
energia externa, uma vez que sao sistemas termodinamicamente estaveis. Na pratica,
é frequentemente necessario aplicar energia externa (sob a forma de agitacdo ou
aguecimento) para facilitar a formacdo de uma MEs porque existem barreiras de
energia cinética que devem ser superadas ou limitacdes de transporte de massa
retardando a sua formacéo espontanea (MCCLEMENTS, 2012).

Uma nanoemulséo (NEs) pode ser considerada uma emulsdo convencional que
contém goticulas de tamanho submicrométrico, exibindo estabilidade contra
sedimentacdo ou cremeacdo e um aspecto Optico transparente ou translicido
(semelhante ao das MEs). No entanto, esta dispersédo é um sistema de néo equilibrio
dindmico que pode sofrer floculagéo, coalescéncia e/ou maturacdo de Ostwald.
Apesar disso, € possivel selecionar uma composi¢cdo e um método de preparacdo
apropriados para se conseguir uma NE com elevada estabilidade cinética.

Neste sentido, uma nanoemulsdo é uma mini-emulsédo, emulsdo de tamanho
submicron ou emulsdo ultrafina que pode possuir uma estabilidade cinética
relativamente elevada, mesmo para varios anos (BRUSCHI, 2015). Portanto, as NEs
podem ser classificadas como sistemas dispersos que possuem tamanhos de
goticulas superando 100 nm (MCCLEMENTS, 2012). Além disso, as NEs podem ter
0 Oleo disperso como goticulas na agua, ou vice-versa (BRUSCHI, 2015).

Para formar NEs € necessaria uma contribuicdo de energia, geralmente, de
dispositivos mecéanicos ou do potencial quimico dos componentes (ABISMAIL et al.,
1999; MCCLEMENTS, 2012). Mecanicamente, uma alta energia (por exemplo,
agitadores de alto cisalhamento, homogeneizadores de alta pressao, microfluidizacéo
e geradores de ultrassons) sdo capazes de produzir intensas forcas de ruptura
necessaria para promover uma taxa de cisalhamento capaz de deformar a particula.

A aplicacéo de alta energia gera forgas que podem romper as gotas da fase dispersa,
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de forma que a diferencga entre as pressoes interna e externa da gota seja superada
(Lei de Young-Laplace) (TADROS et al., 2004).

A emulsificacdo assistida por ultrassom tem sido utilizada com sucesso para
preparar NEs (ABBAS et al., 2013). O processo de cavitacdo regula a formacéo de
NEs de tal forma que a rapida formacdo e colapso das micro-bolhas ocorre na
interface das duas fases imisciveis (continuas e dispersas) sob a influéncia do campo
acustico de alta intensidade (CHENDKE e FOGLER, 1975; MASON et al., 2006). O
colapso das micro-bolhas produz ondas de choque intensas e turbuléncia localizada,
resultando em cisalhamento de alta velocidade no liquido. Estas forcas de
cisalhamento intensas produzidas facilitam a ruptura das gotas e a mistura das fases.

O desenho esquematico esta disposto na Figura 6A.

Figura 6. Representacdo esquematica da producao de nanoemulséo utilizando (A)
técnica de sonicacao e (B) homogeneizador de alta presséao.
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Adaptado de: MCCLEMENTS (2011)

O desenvolvimento de homogeneizadores de alta presséo nos ultimos 15 anos
torna possivel a exploracdo de sistemas nanoemulsionados (BRUSCHI, 2015). Por
esta metodologia, prepara-se uma emulsao grosseira utilizando um misturador de alta
velocidade e é entdo introduzida na entrada de um homogeneizador de valvula de alta
pressdo (MCCLEMENTS, 2011). A medida que entra no espaco entre a valvula e o
assento da valvula (Figura 6B), a velocidade de fluxo é aumentada rapidamente. A

homogeneizacédo € completada na area entre a valvula e o assento, onde a emulsao
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experimenta uma combinacdo de forcas disruptivas intensas que causam que as
goticulas maiores sejam quebradas em menores. A combinacdo de duas teorias,
turbuléncia e cavitacdo, explicam a reducdo do tamanho da gota durante o processo
de homogeneizacdo (MASON et al., 2006; MCCLEMENTS, 2011).

Em alguns aspectos, os microfluidizadores sao de concepg¢ao semelhante aos
homogeneizadores de vélvulas de alta pressdo, uma vez que utilizam uma bomba
para forcar uma pré-mistura de emulsédo grosseira através de um orificio estreito a
altas pressoes para facilitar a ruptura das goticulas (BOUCHEMAL et al., 2004; MAHDI
JAFARI et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2008). No entanto, o desenho dos canais
através dos quais a emulsédo grosseira flui dentro do dispositivo € diferente. A emulsao
grosseira € forcada a entrar num canal de entrada sob alta pressdo. O canal é
concebido de modo que divida a emulséo grosseira em duas correntes que sao feitas
para empurrar umas as outras em uma alta velocidade dentro de uma camara de
interacdo (MCCLEMENTS, 2011). As intensas forgas disruptivas geradas na camara
de interacdo sdo altamente eficazes na ruptura de goticulas e na formacdo de
emulsdes finas. O tamanho das gotas é reduzido por forcas de alto cisalhamento e
cavitacdo do que por colisdes de alta velocidade com outras goticulas que € a principal
forca para a microfluidizagido (HORMANN e ZIMMER, 2016).

Por outro lado, existem métodos de baixa energia (tais como: temperatura de
inversdo de fase — PIT3, método do ponto de inversdo da emulsdo — EIP% e
emulsificacdo espontanea) usados para preparar sistemas nanoemulsionados (YANG
et al., 2012). Neste caso, apenas a agitacdo simples é necesséria, a energia quimica
interna do sistema é utilizada para a formacédo, e o0 método é considerado mais
eficiente em termos energéticos (SOLANS e SOLE, 2012). A utilizacdo de ambos os
meétodos de preparacdo pode ser utilizada atingir NEs com tamanhos de goticulas
semelhantes, dependendo das variaveis do sistema e da composicdo destas
(DOKANIA e JOSHI, 2015).

O meétodo de emulsificacdo espontanea é geralmente implementado por
titulacdo de uma fase organica (6leo contendo anfifilico) num recipiente contendo uma
fase aquosa ou solucéo tampao. Formam-se gotas finas de 6leo (<100 nm) quando o

processo é otimizado levando em consideragdo variaveis dependentes (tipo do

3 Do inglés: phase inversion temperature (PIT) method
4 Do inglés: emulsion inversion point (EIP) method
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anfifilico, composicao da fase oleosa, temperatura, taxa de agitacao e taxa de adicéo)
(KOMAIKO e MCCLEMENTS, 2016).

O mecanismo fisico-quimico subjacente a formacdo de NEs utilizando este
meétodo é o movimento de um componente miscivel em agua (ou solvente ou anfifilico)
da fase organica para a fase aquosa. Inicialmente, as fases organica e aquosa sao
misturadas juntos e apds mistura, o solvente miscivel com agua ou anfifilico deslocam-
se da fase organica para a fase aquosa, o que cria uma grande forca turbulenta na
interface 6leo-agua (Figura 7) (MCCLEMENTS, 2011; KOMAIKO e MCCLEMENTS,
2016). Além disso, o rapido movimento dos componentes misciveis com agua para a
fase aquosa provoca um grande aumento na area interfacial do 6leo-agua, o que leva
a formacao espontanea de goticulas de 6leo rodeadas por fase aquosa através de um
processo de brotamento. Para preparar goticulas muito pequenas, como é requerido
em NEs, € usualmente necessario utilizar uma proporcao elevada de componente
miscivel em &gua para 6leo na fase organica antes da mistura (MCCLEMENTS, 2011).
O método de emulsificacdo espontanea encontrou uma utilizacdo na industria
farmacéutica, onde € utilizado para formar sistemas de liberacdo de farmacos para

encapsular farmacos lipofilicos (SINGH et al., 2009).

Figura 7. Representacdo esquemaética do mecanismo proposto para a emulsificacéo
espontanea: quando a fase orgéanica (6leo e anfifilico hidrofilico) e fase aquosa (agua) séo
postas em contato (B), é formada uma ME bicontinua no limite (B), levando a turbuléncia
interfacial e & formacao de goticulas de dleo (C).

\

Fase oleosa contendo anfifilico
com carater hidrofilico

Fase aquosa
//

/

P
=

Adaptado de: MCCLEMENTS (2011); KOMAIKO e MCCLEMENTS (2016)
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O método PIT é tipicamente usado para formar NEs a partir de uma mistura de
um anfifilico relativamente nédo hidrofilico, 6leo e agua empregando alteracdo na
temperatura que acarreta em alteracées na curvatura ou na solubilidade do anfifilico
(Figura 8) (ANTON e VANDAMME, 2009). O anfifilico, 6leo e a agua sao agitados a
temperatura ambiente para formar uma emulsdo grosseira. Essa mistura terndria
resultante € gradualmente aquecida proxima ou até o PIT. A dispersdo € entdo
rapidamente arrefecida ou diluida em agua fria, normalmente com agitacdo continua,
0 que resulta na formacéo de uma NE O/A (GUPTA et al., 2016). Quando este sistema
é arrefecido abaixo do PIT, as moléculas de anfifilico deslocam-se rapidamente da
fase oleosa para a fase aquosa (tal como no método de emulsificacdo espontanea), o
gue leva a formacédo espontanea de pequenas gotas de 6leo devido ao aumento da
area interfacial e do fluxo turbulento gerado (MCCLEMENTS, 2011).

Em baixas temperaturas, o grupo de cabeca polar é altamente hidratado e
assim tende a ser mais soltvel em agua. A medida que a temperatura é elevada, o
grupo de cabeca torna-se progressivamente desidratado e a solubilidade do anfifilico
em agua diminui. A uma temperatura particular (PIT), a solubilidade do anfifilico nas
fases de 6leo e agua € aproximadamente igual (fase continua). Em temperaturas mais
elevadas, o anfifilico torna-se mais soluvel na fase oleosa do que na fase aquosa
(MCCLEMENTS, 2011). A temperatura a qual um sistema 6leo-agua-anfifilico muda
de uma emulsdo O/A para uma emulsao A/O é conhecida como a temperatura de
inversédo de fase (PIT) (RAO e MCCLEMENTS, 2010).
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Figura 8. Emulséo grosseira O/A contendo os componentes (A) é entdo aquecida (B) até uma
temperatura acima do PIT do sistema (C). Em seguida, o sistema é arrefecido, e a medida
que a temperatura d|m|nU| abalxo do PIT (D) e formada uma NE O/A (E)

: _é & 3?;@ g

T

L l 7

Fase aquosa
Fase oleosa
Anfifilico

i o @O

Adaptado de: MCCLEMENTS e RAO (2011)

D

Numa NE, a monocamada do anfifilico esta presente numa interface 6leo-agua
e tende a favorecer a fase na interface formada dependendo da sua geometria
molecular. Os anfifilicos com parametro de empacotamento menor que 1 tendem a
favorecer a formacao de fases O/A, aqueles com parametro maior que 1 favorecem
emulsdes A/O e aqueles com parametro igual a 1 ndo favorecem formacao de fases
dispersas, em vez disso, a formacao de sistema bicontinuo ou dispersdes liquido-
cristalinas (ANTON et al., 2007; ANTON e VANDAMME, 2009).

No método EIP, prepara-se uma emulsdo A/O a temperatura ambiente e depois
se dilui lentamente com agua. Durante este processo de diluicdo, o sistema passa
através de um ponto de inversdo onde ocorre a transformacéo de uma emulsao A/O
para emulsdo O/A (Figura 9). Neste ponto de inversao, a tensao interfacial na interface
Oleo-agua é muito baixa e, assim, pequenas goticulas podem ser formadas sem uma
penalizacao significativa de energia (IZQUIERDO et al., 2002). No PIT, por outro lado,
a emulsdo A/O é preparada a uma temperatura mais alta que a temperatura de

7

inversdo de fase da mistura. Quando a mistura é

BN

arrefecida até a temperatura
ambiente, passa através da temperatura de inversdo a qual ocorre a transformacgéo
da mistura de uma emulsdo A/O para uma emulsédo O/A (GUPTA et al., 2016).

Na técnica de EIP, o teor de agua acima de um valor critico, a concentracéo de

goticulas de agua é tao alta que sdo embaladas muito apertadamente em conjunto e
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a emulsao atinge um ponto de inversdo de fase onde muda de um A/O para um
sistema O/A. O tamanho das gotas formadas depende de variaveis de processo, tais

como a velocidade de agitacdo e a taxa de adicdo de agua (THAKUR et al., 2008).

Figura 9. Representacao esquematica do mecanismo proposto para a emulsificacao de baixa
intensidade pelo método do ponto de inversao da emulséo. A quantidade de agua adicionada
a uma emulsédo A/O (A) é progressivamente aumentada (B), até que uma inversao de fase

ocorre (C) e uma emulsdo O/A é formada (D).

Fase
aquosa

Emulsédo

k// AIO | E : ‘E

:‘./ = = /

OCg
0
B C

Adaptado de: MCCLEMENTS (2011); GUPTA et al. (2016)

Trés teorias tém sido usadas para explicar a formacéo e a estabilidade de MEs
e NEs (PRINCE, 1967; KREILGAARD, 2002; MALMSTEN, M, 2002; MCCLEMENTS,
2012): (1) teoria de filmes interfaciais, na qual a tenséo interfacial negativa devida a
alta pressao do filme é responsavel pela formacao de MEs; (2) teoria da solubilizacéo;
e (3) tratamentos termodinamicos.

Uma MEs pode ndo se formar espontaneamente devido a presenca de
barreiras de energia cinética e / ou de processos de transporte de massa lenta A
origem fisico-quimica da barreira de energia em sistemas microemulsionados néo é
bem compreendida, mas pode estar relacionada com a energia livre associada ao

movimento de uma molécula ndo polar de uma fase oleosa para uma fase aquosa
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(Figura 10). A magnitude da termodindmica determinara em parte a solubilidade em
agua das moléculas de Gleo: quanto maior a penalizacéo de energia livre, menor sera
a solubilidade em agua (MCCLEMENTS, 2012).

Uma NE é um sistema termodinamicamente instavel e a taxa desta reparticdo
depende das barreiras de energia entre a NE e seus estados separados, bem como
sobre 0s processos especificos de transporte de massa envolvidos. A energia
determina a estabilidade cinética de uma NE: quanto maior a barreira de energia, mais
tempo a NE ira persistir. Tipicamente, a barreira de energia deve ser > 20 kT para
produzir NEs com boa estabilidade a longo prazo (MCCLEMENTS, 2005). A
velocidade com que uma NEs volta as fases separadas é também determinada pela
frequéncia com que as goticulas de 6leo entram em contato umas com as outras, tais
como o movimento browniano, cisalhamento aplicado ou forgas gravitacionais
(MCCLEMENTS, 2011; 2012).
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Figura 10 —Diagrama esquematico da energia livre (AG) das MEs e NEs em comparagao
com o estado de separacao de fases. MEs tém uma energia livre mais baixa do que o estado
de fase separada (B), enquanto as NEs tém uma energia livre mais elevada (A). Os dois
estados sdo separados por uma energia de ativagdo (AG*). Fotografia de uma ME e NE, onde
as areas ampliadas mostram esquemas do tamanho das goticulas formadas (C).
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Adaptado de: MCCLEMENTS (2012); FONSECA-SANTOS et al. (2015).

A distincdo de uma NE e ME € em termos de sua estabilidade termodinamica:
as NEs sao termodinamicamente instaveis, enquanto que as MEs sao
termodinamicamente estaveis (MCCLEMENTS, 2012). Esta diferenca pode ser
entendida desenvolvendo um modelo matematico simples para calcular a energia livre
de sua formacdo a partir de componentes separados. Um sistema que existe em
equilibrio entre uma dispersao coloidal (NE ou ME) e as fases separadas (6leo e uma
solucdo aquosa do anfifilico). Numa primeira aproximacao, a mudanca de energia livre

associada a formacédo de uma dispersao coloidal a partir das fases separadas consiste
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num termo de energia livre interfacial (AG;) e um termo de entropia de configuracéo
(-TAS) (HUNTER, 1989), segundo a Equagcéo 3:

AG = AG; — TAS B
Equacéao 3
A uma temperatura constante, pressao e potencial quimico interfacial, o termo

de energia livre interfacial € igual ao aumento da area de contato entre as fases
aquosa e a 6leo (AA) multiplicada pela tensao interfacial (y) na interface 6leo-agua

(HUNTER, 1989), conforme evidenciado pela Equacéo 4:

AG; =y.AA .
Equacao 4

O termo de energia livre interfacial € sempre positivo porque o aumento da area
de contato e da tenséo interfacial sdo positivos. Assim, este termo sempre se opde a
formacao de dispersodes coloidais. O termo de entropia de configuracdo depende do
namero de maneiras diferentes que a fase de 6leo pode ser disposta dentro do
sistema. O termo de entropia de configuracdo é sempre negativo porque o0 nimero de
arranjos acessiveis a fase oleosa num estado emulsionado é muito maior do que num
estado ndo emulsionado e, portanto, favorece sempre a formacédo de dispersdes
coloidais. Uma expressao para a entropia de configuracao pode ser derivada de uma
analise estatistica do numero de configuragdes que goticulas de 6leo podem adotar

na dispersao coloidal e estados separados, segundo Equacédo 5 (HUNTER, 1989):

nk
as = - (plng + (1 — P)In(1 — ¢))

Equacéo 5

Onde k é a constante de Boltzmann, n € o numero de goticulas na dispersao coloidal,
e ¢ é a fracdo de volume da fase dispersa.

A andlise acima pressupde que a tenséao interfacial de uma monocamada de
anfifilico em torno de uma gota de 6leo é a mesma que numa interface planar de oOleo-
agua. Contudo, sabe-se que a tensdo interfacial depende da curvatura de uma

monocamada de anfifilico, diminuindo a medida que a monocamada se aproxima da
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sua curvatura 6tima, a qual depende da geometria molecular das moléculas anfifilicas
presentes.(EVILEVITCH et al., 2000; EVILEVITCH et al., 2001; WENNERSTROM et
al., 2006) Uma descricdo fenomenoldgica simples de dependéncia da tensao

interfacial na curvatura das gotas para modelar este efeito (Equacéo 6):

(Ro — R)*

= + o — -
Y=Yo+ (Yo — Vo) R+ R2

Equacéo 6

Aqui Y € a tenséo interfacial numa interface planar 6leo-agua, y, € a tenséo

interfacial quando a monocamada do anfifilico esta na sua curvatura ideal; e Ry € 0

raio da gota quando a monocamada esta na sua curvatura ideal.

A contribuicdo da energia livre interfacial torna-se cada vez mais positiva com
tamanho de goticula decrescente devido ao aumento da area interfacial, enquanto a
energia livre de configuragdo torna-se negativa com diminuicdo do tamanho de
goticula. No entanto, a mudanca de energia livre global torna-se cada vez mais
positiva com a diminuicdo do tamanho de goticula, uma vez que o termo de energia
livre interfacial domina o termo de entropia de configuracdo. Estes calculos sugerem
que a formacdo de uma NEs se torna cada vez mais termodinamicamente
desfavoravel a medida que o tamanho de particula diminui para sistemas onde a
tensao interfacial € semelhante a de uma interface planar (MCCLEMENTS, 2012).

A alteracdo de energia livre global ainda € dominada pela contribuicdo de
energia livre interfacial, de modo que tem um valor minimo que estd proximo da
curvatura 6tima da monocamada de do anfifilico. Estes célculos mostram que uma
disperséo coloidal termodinamicamente estavel pode formar-se quando o tamanho de
particula esta préximo do tamanho de particula 6timo (R = Ro), uma vez que isto
conduz a uma tensao interfacial ligeira e, portanto, a energia livre interfacial (AGi) que
normalmente se opde a formacdo de uma dispersdo coloidal é consideravelmente
reduzida (MCCLEMENTS, 2012).

Existem muitas semelhancas estruturais entre estes dois tipos de disperséo
coloidal, mas ha também algumas diferencas importantes (ANTON e VANDAMME,
2011). No entanto, existe uma grande confusdo sobre a natureza precisa desses

diferentes sistemas, e ha erros generalizados na classificacdo de dispersdes coloidais
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relatados na literatura cientifica. De modo que, alguns pesquisadores tém MEs como
sistemas preparados opticamente transparentes, mas referem-se a elas como NEs,
ou vice-versa (MCCLEMENTS, 2012).

Uma razéao principal para a confusdo entre MEs e NEs € devido aos prefixos
usados para denota-los. O termo micro- normalmente denota uma grandeza de 10,
enguanto o termo nano significa usualmente um fator de 10-°, o que implicaria que as
NEs apresentam goticulas da fase interna menores quando comparadas com aquelas
em MEs. Na pratica, tal regra tem sua excecdo — as goticulas em uma ME séo
menores do que aquelas em uma NEs. A razdo para esta terminologia dubia é
resultado do desenvolvimento e percursso histérico na é&rea de coldides
(MCCLEMENTS, 2011; 2012).

Uma busca da literatura usando a base de indexacdo Web of Science®
(Thonson Reuters), em dezembro de 2016, reportou que o primeiro artigo publicado
utilizando o termo “microemulsdo” foi publicado em 1959 por SCHULMAN et al.
(1959)°, enquanto que o primeiro artigo usando o termo “nanoemulsdo” foi publicado
por CALVO et al. (1996) no ano de 1996. Assim, o termo ME tornou-se bem
estabelecido muito antes do termo NE.

De fato, a utilizacdo do termo NE sO se tornou popular nos ultimos 10 anos
(Figura 11), o que pode ser, pelo menos em parte, atribuido ao crescente interesse no
campo da nanotecnologia, além do desenvolvimento dos métodos de alta energia. No
entanto, as dispersdes coloidais que seriam agora chamadas de NEs certamente
foram preparadas muito antes desta época, quando foram referidas por outros nomes,
tais como emulsbes ultrafinas, emulsdes submicrénicas ou mini-emulsfes. Os
primeiros trabalhos para os termos emulsdes ultrafinas, emulsdes submicrénicas ou
mini-emulsdes foram publicados por PUESKUELEYV et al. (1974), LEVY e BENITA
(1990) e LACK et al. (1985), respectivamente. Obviamente que a utilizacio dos termos
MEs e NEs tornou-se generalizada antes de serem claramente definidas ou

distinguidas uma da outra.

® Primeira publicacéo que define o conceito e confirma as caracteristicas estruturais de uma
ME.
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Figura 11 — Nimero de publicagdes por ano (1959 — 2016 incluindo os termos em inglés®
identificados utilizando uma pesquisa indexada usando a plataforma Web of Knowledge™
(Thomson Reuters). Acesso em 18/01/2016.
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MEs e NEs podem ser distinguidas com base na sua composi¢éo, dimensdes,
estrutura, prazo de validade e métodos de fabricacdo (KOMAIKO e MCCLEMENTS,
2016). O Quadro 5 tenta propor métodos praticos de determinacdo da natureza
dessas dispersdes coloidais em particular. Em resumo, MEs tém um maior tempo de
armazenamento a longo prazo do que NEs; MEs podem ser agitadas, aquecidas ou
arrefecidas e entdo retornadas as suas condi¢bes originais, enquanto que, muitas
vezes, as NEs sob as mesmas condi¢cGes ndo satisfazem os parametros originais; as
ME tém um tamanho de gota homogéneo enquanto que as NEs tém uma distribuicdo
de goticulas de tamanho heterogéneo; as MEs podem ou ndo conter goticulas
esféricas devido a tensdo interfacial inferior, enquanto que NEs consistem em
goticulas esféricas devido a presséo de Laplace que atua sobre elas (MCCLEMENTS,
2012).

Quadro 5. Comparacéo e diferencas conceituais entre NEs e MEs.
Parametro Tipo de sistema coloidal

”,

®Termos utilizados na busca: “microemulsion(s)’, “micro-emulsion(s)”; “nanoemulsion(s)”’,

”, o o« LTS ",

“nano-emulsion(s)”; “submicron emulsion(s)”, “sub-micron emulsion(s)”; “mini-emulsion(s)”,
“miniemulsion(s)”; “ultrafine emulsion(s)”, “ultra-fine emulsion(s)’, "ultrafine edible

emulsion(s)”, “ultra-fine edible emulsion(s)”

Bruno Fonseca-Santos



REVISAO DA LITERATURA

65

MEs

NEs

Tamanho (nm)

< 200

> 200

Distribuicao de

tamanho

Unico pico estreito

(monodisperso)

Monodisperso ou polidisperso

Forma da gota

Esférica ou nao- devida a baixa

tensao interfacial

Esférica devido a pressao de

Laplace

Aparéncia visual

Transparente

Transparente ou translicido

termodindmica

Formacéao Esponténea ou baixa energia Requer alta energia, mas
existem métodos de baixa
energia
Estabilidade Estavel Metaestavel

Influéncia da diluicdo

ou temperatura

Pode alterar o tamanho, pode

levar a formacao de uma NE

N&o altera o sistema, porém

pode alterar a estabilidade

Processo de

Amadurecimento de Ostwald

Diluicdo ou temperatura

instabilidade

Adaptado de: ANTON e VANDAMME (2011);MCCLEMENTS (2012); REHMAN et al. (2016)

Estratégias nédo-invasivas podem proporcionar um menor risco e uma
abordagem mais amigavel do paciente. Essa abordagem gerou um enorme interesse
nos sistemas coloidais de administracdo de farmacos para entrega ao cérebro,
especialmente pela via intranasal (RAJSHREE et al., 2011). A regido olfativa da
mucosa nasal fornece uma conexao direta entre o nariz e o cérebro, que pode ser
explorada para o direcionamento de moléculas de farmaco atuantes no SNC (doenca
de Alzheimer, depressédo, enxaqueca, esquizofrenia e tumores cerebrais) (ILLUM,
2002; WU et al., 2008; SHADAB et al., 2009; PARDESHI e BELGAMWAR, 2013;
KARAVASILI e FATOUROS, 2016; KAUR et al., 2016).

2.3.1.2 Dispersoes liquido-cristalinas

Processos de auto-organizacado podem gerar varios tipos de arquiteturas com
diferentes graus de complexidade criadas a partir da manipulacéo de interacdes nao
covalentes (BLANAZS et al.,, 2009; ALBERT e EPPS lll, 2010; FERREIRA et al.,

2016). A auto-organizagao pode ser definida como a capacidade de certas moléculas,

Bruno Fonseca-Santos



REVISAO DA LITERATURA 66

macromoléculas ou materiais compdsitos se associarem e formarem complexos,
redes ou outras estruturas com novas propriedades particularmente Uteis em
aplicacoes tecnoldgicas e biomédicas. O processo de auto-organizacdo pode ocorrer
no nivel molecular e macromolecular, e como uma organizacdo supramolecular
(LEHN, 1995).

A auto-organizagdo molecular esta presente na natureza e tem gerado novas
abordagens nas areas biomédicas, biotecnologicas, nanotecnologicas e, em
ascensao, na area farmacéutica, particularmente na liberacéo e entrega de farmacos
(ARIGA et al., 2008). A organizacdo espontanea de moléculas ocorre em condi¢des
de equilibrio termodindmico em uma estrutura mais estavel estabilizada
molecularmente através de ligacdes ndo covalentes (WHITESIDES et al., 1991; BALL,
1994).

O processo de auto-organizacdo pode ocorrer por associacdo (com eles
mesmos ou com estruturas diferentes) através de varios tipos de interacdes
(associacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals, forcas hidrofobicas, interactes
ibnicas ou reconhecimento nao-covalente) (LEHN, 1988; 1990; 1995). Como existem
varios tipos de intera¢des envolvidas neste processo de auto-organizacéo, a natureza
das forcas envolvidas modulara a variedade de organizagdo estrutural para diferentes
matrizes e/ou estruturas. Assim, para cada material, as varias formas e tamanhos
podem ser obtidas baseando-se na auto-organiza¢cdo molecular ou supramolecular
(ARIGA et al., 2008). Estas diferentes interagbes podem estar envolvidas na
associacdo e estabilizacdo de hidratos de carbono, proteinas, acidos nucleicos,
lipidios e de anfifilicos (GARTI et al., 2012; VERMA e HASSAN, 2013; DIANA et al.,
2015; LOMBARDO et al., 2015; DELBIANCO et al., 2016).

Os cristais liquidos (CLs) sdo mesofases auto-organizadas com propriedades
intermédias entre solidos cristalinos e liquidos isotropicos (LARSSON, 1989; SINGH,
2000; MALMSTEN, M, 2002; MALMSTEN, 2007; PATEL e PATEL, 2010). CLs sdo
classificados como termotrépicos ou liotrépicos dependendo do parametro fisico-
guimico responsavel pela sua transicdo de mesofase. A formacao de mesofases pode
ser delineada pelo aumento da temperatura ou pela adicdo de um solvente, que
corresponde a diferenciagdo entre termotrOpicos e liotrOpicos, respectivamente
(MALMSTEN, 2007; PATEL e PATEL, 2010).
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CLs liotropicos sdo formados pela mistura de uma molécula anfifilica e
solventes, como Oleos e agua que, em uma temperatura e dada concentracoes,
podem se organizar em um mesofase. As mesofases formadas podem ser do tipo
lamelar, hexagonal ou cubica (PATEL e PATEL, 2010), conforme mostrado na Figura
12. A fase lamelar consiste de bicamadas de moléculas anfifilicas separadas por 4gua.
As estruturas hexagonais consistem em agregados lipidicos cilindricos num meio
continuo de agua. As fases cubicas consistem em micelas normais ou reversas
justamente empacotadas em simetria cubica ou bicontinua. Dependendo do tipo da
fase cubica formada, a curvatura do filme formado pelo tensoativo varia
consideravelmente (MALMSTEN, M, 2002). A fase cubica € uma estrutura complexa,
cuja interface cadeia carbbnica/agua pode ter curvaturas positivas e negativas
(FLORENCE e ATTWOOD, 2006; ATTWOOD e FLORENCE, 2008).

Figura 12. Representacfes esquematicas de fases liquido-cristalinas formadas por
anfifilicos em agua, sendo lamelar (a), hexagonal (b) e cubica (c).

A abordagem mais difusa para a racionalizacdo das diferentes estruturas
encontradas nos CLs liotrépicos baseia-se no conceito do parametro de
empacotamento critico (PEC) (ISRAELACHVILI et al., 1976; ISRAELACHVILI 1991;
ISRAELACHVILI, 2011).0 PEC é um valor geométrico que consiste na relacédo entre
o volume da cauda hidrofébica (v), o volume da area de cabeca polar (A) e o
comprimento da cauda hidrofébica (). Pelas alteracdes de valores do PEC, pode-se

prever aproximadamente a ordem de transicdo de anfifilicos associados com a
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mudanca na curvatura da dgua ou Oleo na interface (MALMSTEN, M, 2002). A Figura
13 mostra a correspondéncia entre varias mesofases e sua correspondéncia com o
CEP.

Figura 13. Formacéao de estruturas liquido-cristalinas baseada no valor do parametro
de empacotamento critico (PEC) do anfifilico.

PEC > 1 PEC = 1 PEC =1 1/3<PEC<1/2 PEC<1/3
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Adaptado de: MEZZENGA (2012).

O PEC prevé essencialmente duas classes de morfologias. Quando o valor de
PEC for menor que 1 sdo esperadas morfologias do tipo 6leo em agua, em que as
cabecas polares estdo se formando uma interface convexa contra a agua. Por outro
lado, para PEC maior que 1, a inverséo de fase ocorre e observa-se morfologias do
tipo agua em 6leo, em que as superficies concavas da cabeca polar estdo contra a
agua. As interfaces planas, o que corresponde a fase lamelar La sdo encontrados
para valor de PEC igual a 1. Para a formacao de micelas invertidas ou fase hexagonal
invertida ou as fases cubicas invertidas sdo esperados valores de CEP menor ou igual
a 1, as fases hexagonais possuem valores entre 1/3 e 1/2; e micelas quando 0s
valores sao menores que 1/3 (MALMSTEN, M, 2002; SAGALOWICZ et al., 2006).
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O PEC tem sido amplamente utilizado para prever e racionalizar as diferencas
observadas entre fases liquidas cristalinas e mudancas fisicas, como, por exemplo,
as alteracfes que ocorrem no PEC com a temperatura e a composicao de anfifilicos.
O aumento de temperatura leva ao rompimento parcial das ligacées de hidrogénio,
reduzindo a quantidade de moléculas de 4gua solvatando as cabecas polares dos
tensoativos, levando a um aumento do CEP, porque diminui a area de cabeca polar.
Isto pode também explicar a transicdo de mesofase cubica para hexagonal, por
exemplo (QIU e CAFFREY, 2000).

Com base na literatura publicada, muitos fatores podem influenciar os
comportamentos de fase de mesofases cubicas e hexagonais. A adicdo de uma
terceira substancia, como o acido oleico, trioleina, diglicerol monoleato, fosfatidilcolina
de soja, palmitato de retinol, e tetradecano, pode modular as texturas das mesofases
e até mesmo resultar na transicdo de fase (NAKANO et al., 2002; YAGHMUR et al.,
2004; 2006). O aumento ou a diminuicdo da temperatura ou pressdo também pode
induzir a transicao de fase de mesofases (YAGHMUR et al., 2009) (YAGHMUR et al.,
2009), também como, a concentracdo de sal e valores do pH tem um efeito sobre o
comportamento da transicéo de fase de CLs (AWAD et al., 2005; OKAMOTO et al.,
2008).

O conceito do PEC ¢ limitado a uma interpretacéo qualitativa dos diagramas de
fase e ndo pode ser usado para trazer uma visao sobre a complexidade estrutural das
mesofases, nem sobre 0s mecanismos supramoleculares que regulam o seu

comportamento de organizacao estrutural (MEZZENGA, 2012).

2.4 Liberacdo nasal como estratégia para vetorizacdo de farmacos para
o0 SNC

Para a administracdo de farmacos ao SNC e a circulacdo sistémica, a via
intranasal (IN) oferece véarias vantagens em relagdo as vias convencionais orais ou
parenterais (Quadro 6) (WU et al., 2008; SHADAB et al., 2009; LOCHHEAD e
THORNE, 2012). Os farmacos quando administrados na cavidade nasal podem ser
rapidamente absorvidas na circulacdo sistémica sem a degradacdo enzimatica usual
e o efeito de primeira passagem hepatica que acompanha a administragdo oral,

resultando em biodisponibilidade aumentada e inicio rapido dos efeitos
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farmacoldgicos (GRASSIN-DELYLE et al., 2012). As areas da cavidade nasal - nervo
olfativo e trigeminal - fornecem aos farmacos, peptideos ou proteinas, acesso direto
ao ceérebro, ignorando a barreira hematoencefalica (BBB), uma barreira altamente
seletiva que exclui a maioria das moléculas (~ 98%) para o SNC (PARDRIDGE, 2005).

Cada fossa nasal € dividida em trés segmentos: o vestibulo, o atrio do meato e
a conchas nasais (que, por sua vez, € dividido em conchas superiores, médias e
inferiores) (HARKEMA et al., 2006; GRASSIN-DELYLE et al.,, 2012). A zona
respiratoria € o principal local de entrada sistémica de farmacos devido a sua alta area
de superficie (120 a 150 cm?) e sua membrana altamente vascularizada e permeavel
e contém glandulas responséaveis pela secrecdo da maioria do muco nasal (Figura
14). O epitélio que cobre as fossas nasais é constituido principalmente por células
basais, células ciliadas e células de calice que secretam muco (GRASSIN-DELYLE et
al., 2012). As células epiteliais sdo mantidas juntas por juncdes intercelulares
apertadas e os cilios, presentes nas células ciliadas, transportam o muco para a
juncao orofaringea, sendo, entédo, deglutido (GRASSIN-DELYLE et al., 2012).

O epitélio da mucosa nasal € composto em sua maioria por uma membrana
que contém células colunares, calciformes e basais. As células colunares presentes
no terco anterior do epitélio sdo células ndo ciliadas, enquanto que as restantes séao
ciliadas. Os cilios sdo pequenas projecdes piliformes localizadas sobre a superficie
exposta das células epiteliais. Cada célula contém em torno de 300 cilios, que medem
entre 5 e 10 ym de comprimento e 0,1 a 0,3 ym de didmetro. Esses cilios ondulam em
ritmo uniforme, com uma frequéncia de 10 Hz. Sua funcéo é facilitar o movimento do
muco da cavidade nasal para a nasofaringe e, finalmente, para o trato gastrointestinal.

O efeito combinado desses cilios € denominado depuragdo mucociliar.
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Quadro 6. Vantagens e desvantagens associadas a entrega intranasal (IN) de
farmacos.

Vantagens Desvantagens ou limitagdes

Absorcdo rapida que leva ao perfil | Volume de administragdo limitado (< 100 pL
plasmatico semelhante a administracdo |/ narina)

intravenosa para farmacos lipofilicos com

peso molecular <1000 Da

Biodisponibilidade avancada comparada a | Apenas medicamentos potentes (que
administracdo oral devido a evitacdo do | exigem baixa  dose) podem  ser
metabolismo hepatico ou gastrointestinal administrados devido a solubilidade

inadequada da maioria dos medicamentos

Inicio répido de efeitos farmacologicos em

comparacao com a administracao oral

A depuracdo mucociliar rpida que leva a
remocdao de formulac@o/farmaco do local de
absorcgéo

Administracdo ndo-invasiva e facil

Pode nado ser adequado para farmacos

hidrofilicas ou que s&o ionizados no pH
nasal (6.5-7.5)

Degradagéo enzimatica

Adequado para pacientes com incapacidade
de degluticdo ou patologia gastrointestinal,

nauseas ou vomitos

Farmacos podem ser direcionadas para o | Potencial de irritacdo ou toxicidade para a

cérebro e FCE por contornar a BHE, | mucosa nasal

portanto, adequado para direcionar

farmacos de alto peso molecular para o

cérebro

Reducado das doses administradas devido a | A absorcado pode ser afetada em condi¢des

segmentacao ou biodisponibilidade | como rinite, rinorréia, congestédo nasal

aumentada.

O epitélio olfatério (Figura 14) tem uma pequena area superficial (1 a 5 cmz?,
representando apenas 3 a 5% da area total da superficie da cavidade nasal
(MORRISON e COSTANZO, 1990) e, portanto, ndo esta significativamente envolvida
na absorcao sistémica dos farmacos, no entanto, pode permitir o acesso direto ao
SNC, ignorando a barreira hematoencefalica (ILLUM, 2004). Esse epitélio é formado

por células olfativas, que sdo neurbnios em contato com o ambiente externo e outra
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extremidade na lamina propria, formando os nervos olfativos que entram nos bulbos
olfativos através da placa cribriforme do osso etmoidal. Apds a absor¢éo na lamina
prépria, os farmacos podem se transportar intracelularmente ao longo desses
neurdnios olfativos periféricos para os bulbos olfativos e serem distribuidos para a
porcdo rostral do cérebro (THORNE e FREY, 2001) ou transportar extracelularmente
para os bulbos olfatérios e LCR através dos nervos olfatérios e espacos linfaticos ou
perivasculares (REGER et al., 2006).

Os produtos nasais para uso sistémicos sao principalmente solu¢des aquosas
ou suspensodes fornecidas como pulverizacbes (WANG et al., 2013), mas isso nem
sempre € a abordagem de formulacdo mais apropriada porque a absorcdo de
farmacos ndo pode ser controlada, isto €, ndo ha controle sobre as concentracdes
plasmaticas, a duracdo da absor¢cdo ou tempo para atingir as concentracbes
terapéuticas adequadas (WATTS e SMITH, 2009). Algumas destas especialidades
farmacéuticas podem ser citadas: spray nasal de calcitonina (Miacalcin®) para o
tratamento da osteoporose; spray nasal de mesilato de dihidroergotamina (Migranal®)
e sumatriptano (Imitrex®) para tratamento de enxaqueca; spray nasal de naloxano
(Narcan®) para o tratamento de resgate por overdose de opioides; spray nasal de
nicotina (Nicotrol®) para o tratamento antitabagismo; spray nasal de cetorolaco
(Sprix®) e butorfanol (Stadol®) para o tratamento de dor moderada a severa; spray
nasal de esugetamina (Spravato®) para o tratamento da depresséo; gel nasal de
testosterona (Natesto®) para terapia de reposicdo hormonal; e spray nasal de
ocitocina (Syntocinon®) para auxiliar a contracéo uretina.

Além do mais, solu¢cdes aquosas simples podem escorrer do nariz, serem
drenadas rapidamente e, entdo, serem engolidas, o que pode, em ultima instancia,
diminuir a magnitude ou aumentar a variabilidade da resposta terapéutica. Por
exemplo, o tempo para 50% de uma formulacao liquida simples para ser depurada a
partir da cavidade nasal é de 15 - 20 min (WASHINGTON et al., 2001). Portanto, a
abordagem de formulagcdes mucoadesivas pode ser utilizada com sucesso para
aumentar a retencédo do farmaco na superficie da mucosa nasal (BRUSCHI, 2015).
Sistema responsivos ao estimulo apresentam-se liquido a temperatura ambiente e em
resposta a temperatura nasal, pH, ions ou ao muco presentes nas mucosas, podem
sofrer geleificagéo in situ na cavidade nasal (SINGH et al., 2013; GALGATTE et al.,
2014).
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Figura 14. Representacao das diferentes areas da cavidade nasal e da via olfatéria
do epitélio nasal
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Neste contexto, as mucosas e, em particular, a mucina que as revestem, sao
uma parte essencial dos fendbmenos de mucoadesao e cobrem as cavidades naturais
do corpo, proporcionando uma barreira epitelial ao ambiente externo (SOSNIK et al.,
2014). Em particular, a passagem nasal é coberta pela mucosa, que aprisiona
particulas e bactérias, com a finalidade de limpar e proteger da cavidade nasal (WU
et al., 2008). Devido as variacdes do tipo epitelial, a presenca e / ou a distribuicdo de

porcbes de carboidratos no glicocalix e as caracteristicas de rugosidade ou
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dobramento das superficies mucosas podem influenciar os fendmenos de
mucoadesdo (ACCILI et al., 2004). Algumas informacdes da variabilidade estao

alocadas no Quadro 7.
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Quadro 7. Principais caracteristicas de diferentes locais da mucosa.
Mucosa Tipo de epitélio Temperatura Tenséao de Muco Tamanho
cisalhamento | Concentragao pH Depuracdo | médio do
de mucina epitélio
Bucal Esquamoso estratificado | 36,5 °C Mastigacao 0,1-0,5% 7,1 0,1 - 1,85|10-100 ym
nao-queratinizado (M) (6,8—-7,4) | mL/min
Géastrica | Colunar simples 37 °C Digestdo (M) | 3% 16 (1,0 —|4-5h 50-450 uym
2,5)
Intestinal® | Colunar  simples com | 37 °C Digestdo (M) | 1% 6,9 (5,9 —|47-270 min | 37 ym
vilosidades 7,5)
Colonica | Colunar simples 37 °C - (M) <5% 6,6 (6,0—|270-300 110-130
7,0) min pm (50—
275 um)
Nasal Colunar 30 °C (28-34 | Respiracao 2—-3% 6,6 (6.3—]|5-10 min|10-15um
pseudoestratificado °C) (M) 6.7) 0.5-1
ciliado Tosse (A) mL/min®
Ocular Esquamoso estratificado | 34 °C Piscar (H) 0,01% 76 (7.5-]5-10s 3-5um
nao-queratinizado 7.8)
Vaginal Esquamoso estratificado | 37 °C Copulacéo (A) | 1-5% 42 (35-|15 - 6]20um
nao-queratinizado 4.5) mL/dia

2 Intestino delgado; ® Fluxo. Adaptado para o portugués de: SOSNIK et al. (2014)
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O muco é produzido por células caliciforme ou glandulas na mucosa ou sub-
mucosa (LITT, 1984) e apresenta-se como um fluido viscoelastico ndo-newtoniano e
altamente hidratado, cerca de 95% de agua, que compreende uma rede tridimensional
de mucinas (2-5%), com malha de rede compreendendo entre 20—200 nm (OLMSTED
et al., 2001), e apresentando valores tipicos de viscosidade na faixa de 10-10° Pa.s
em baixas taxas de cisalhamento, porém os valores de viscosidade podem variar
dependendo de composicao, sitio anatémico e das condi¢cdes fisiopatoldgicas (LAI et
al., 2009).

As mucinas estdo presentes no muco e tém um papel importante nos
fendmenos de adesao. Estas proteinas compreendem um grupo de glicoproteinas que
diferem nas suas sequéncias estruturais de glicosilacdo e polipeptideos e séo
codificados pela familia de genes MUC. Uma vez em meios aquosos, as mucinas
enredam e originam sistemas heterogéneos e complexos geleificados que sédo
estabilizados por ligacdo de hidrogénio intra- e intermolecular, interacfes
eletrostaticas e ligacao dissulfeto entre os residuos de cisteina presentes em regiées
nao-glicosiladas (BANSIL et al., 1995). A quantidade de ligacdo dissulfeto presente
nas mucinas do muco influencia no comportamento viscoelastico (HANISCH e
MULLER, 2000). Outro fator que possui um papel no empacotamento e funcéo
estrutural das mucinas é a variacdo do pH, devido a presenca de acido sialico (pKa =
2,6) a carga elétrica da mucina varia em funcéo deste, com valor do ponto isoelétrico
em 2 — 3, podendo a carga eletrostatica influenciar nos processos de mucoadesao.

Desde a década de 80, o conceito de mucoadesdo ganhou interesse
consideravel na area de Tecnologia Farmacéutica (MORTAZAVI et al., 1982; SMART
e KELLAWAY, 1982). A bioadeséo pode ser definida como o estado em que dois
materiais, pelo menos um dos quais sédo de natureza biologica, sdo mantidos juntos
por longos periodos de tempo por forcas interfaciais. Nas Ciéncias Farmacéuticas,
guando o adesivo € para 0 muco ou uma membrana mucosa, o fendmeno é referido
como mucoadesdo (SMART, 2005).

Embora os estudos sobre os mecanismos envolvidos na mucoadeséo e o
desenvolvimento de novos sistemas ou de polimeros mucoadesivos tenham evoluido
nos ultimos vintes anos, a mucoadesao ainda nao é totalmente compreendida. As
técnicas quantitativas e qualitativas ainda sao tratadas separadamente para explicar
esse processo (CARVALHO, FLAVIA CHIVA et al., 2010).
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Geralmente, nos estudos da adesao, existem dois passos no processo adesivo,
sdo descritos como a interacdo entre materiais mucoadesivos e uma membrana
mucosa (Figura 15) (SMART, 2005; 2014). Primeiramente, no estagio de contato
ocorre um contato intimo, também chamado de molhante, entre a membrana
mucoadesiva e mucosa. Posteriormente, ocorre 0 estagio de consolidacdo, onde
varias interacdes fisico-quimicas governam para consolidar e fortalecer a junta de
contato, levando a uma adeséao prolongada (SMART, 2005).

Figura 15. As duas etapas do processo de mucoadeséao.

ESTAGIO DE ESTAGIO DE
CONTATO CONSOLIDACAO

Forma
farmacéutica
Camada de

muco \

O mecanismo de adesao de certas macromoléculas a superficie de um tecido
mucoso ainda néo esta bem compreendido (CARVALHO, FLAVIA CHIVA et al., 2010).

O sistema mucoadesivo deve espalhar-se sobre o substrato para iniciar contato

Area de contato

préximo e aumentar o contato superficial, promovendo a difusédo de suas cadeias
poliméricas dentro do muco. As forcas de atracdo e repulsdo surgem e, para que 0
processo de mucoadesédo seja bem sucedido, as forcas de atragdo devem dominar
(SMART, 2005). Diferentes teorias individuais de adesao foram sugeridas para
explicar a mucoadesdo (Quadro 8); entretanto, a combinacdo destas podem
proporcionar uma compreensdo satisfatoria dos fendmenos  ocorridos
(KHUTORYANSKIY, 2011; SMART, 2014).
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Quadro 8. Diferentes teorias utilizadas para explicar as interacfes adesivas entre
materiais mucoadesivos e muco / mucosa
Teoria Descricao

Teoria eletrdonica A adesdo € estabelecida devido a atracao eletrostatica entre mucina

carregada negativamente e materiais carregados positivamente

Teoria da adsorcdo | As interacfes adesivas estdo relacionadas ao estabelecimento de
ligacdes hidrogénio e van-der-Waals; efeitos hidrofébicos e

quimisorgdo
Teoria da | A adesédo esta relacionada com a capacidade de um mucoadesivo
molhabilidade (quando em forma liquida) se espalhar pela camada de muco
Teoria da difusédo Considera que a adeséo € estabelecida pela interpenetracdo de

mucoadesivos macromoleculares (poliméricos ou outros) com fibras
de mucina, conduzido por um diferencial de gradiente de

concentracao

Teoria da fratura Relaciona a ades&o com a for¢a necessaria para o desprendimento

interfacial de duas superficies sélidas previamente anexadas

Teoria mecénica A adesdao depende da rugosidade de duas superficies diferentes e
da &rea disponivel para interacdo
Adaptado para o portugués de: SOSNIK et al. (2014)

A teoria eletronica baseia-se na premissa de que materiais mucoadesivos e
biolégicos possuem cargas elétricas opostas. Assim, quando ambos os materiais
entram em contato, eles transferem elétrons levando a construcdo de uma camada
eletrbnica dupla na interface, onde as forcas atraentes dentro desta dupla camada
eletrbnica determinam a forca mucoadesiva (SMART, 2005; 2014) .

De acordo com a teoria da adsorcéo, o dispositivo mucoadesivo adere ao muco
por interacdes quimicas secundarias, como van der Waals e ligac6es de hidrogénio,
eletrostatica ou interacdes hidrofébicas. Tais forcas foram consideradas as mais
importantes no fenbmeno de interacdo adesiva (SMART, 2005) porque, embora sejam
individualmente fracas, um grande numero de interagdes podem resultar em uma forte
adeséao global (MATHIOWITZ et al., 1999; SMART, 2014).

A teoria molhante € aplicada principalmente aos sistemas liquidos e considera
as energias superficiais e interfaciais do sistema com a mucosa. Envolve a capacidade
de um liquido se espalhar espontaneamente para uma superficie como pré-requisito

para o desenvolvimento da adesdo (SMART, 2005). A afinidade de um liquido para
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uma superficie pode ser encontrada usando técnicas como a geometria do angulo de
contato para medir o angulo de contato do liquido na superficie, sendo a regra geral
que quanto menor o angulo de contato, maior a afinidade do liquido para o sélido
(ANDRADE et al., 1979; PEPPAS e BURI, 1985; LEHR et al., 1992; SRIAMORNSAK
et al., 2008). O coeficiente de espalhamento (Sas) pode ser calculado a partir das

energias de superficie do solido e liquido usando a Equacéo 7:

Sap = — —
AB =Ya— VB~ VaB Equacéio 7
onde ya € a tensao superficial (energia) do liquido A, ys é a energia superficial do sélido
B e yas € a energia interfacial entre o solido e o liquido. O Sas deve ser positivo para

o liquido se espalhar espontaneamente pelo sélido.

Quanto maior a energia de superficie individual do muco e do dispositivo em
relacdo a energia interfacial, maior o trabalho de adeséo (Wa), isto €, maior a energia

necessaria para separar as duas fases (Equacéo 8).

Wys=Ya+ ¥Ys— Yas Equacdo 8
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Figura 16. lustracdo do angulo de contato de uma gota de um liquido sobre uma superficie
sélida (mucosa).

Angulo de contato

Adesao

A teoria da difusdo descreve a interpenetracdo de cadeias de polimeros em
uma interface adesiva. Este processo € conduzido pelo gradiente de concentracéo e
é afetado pelos comprimentos de cadeia molecular da macromolecula e suas
mobilidades. A profundidade de interpenetracéo depende do coeficiente de difuséo e
do tempo de contato (PEPPAS e BURI, 1985; SMART, 2005). De acordo com a
literatura, a profundidade de interpenetracdo necessaria para produzir uma ligacao
bioadhesiva eficiente esta na faixa de 0,2 a 0,5 uym. Esta profundidade de

interpenetracdo de cadeias de polimero e mucina pode ser estimada pela Equagéo 9:

I = (tDb)1/?
Equacéo 9

onde t € o tempo de contato, e Db é o coeficiente de difusdo do material mucoadesivo

NO Muco.
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Figura 17. Interacdes secundarias que geram a interpenetracdo das cadeias de polimeros
na mucina.

—— Mucina

——— Cadeia polimérica

Camada mucosa

A teoria da fratura difere um pouco das outras cinco na medida em que
relaciona a forgca adesiva com as forcas necessarias para o desprendimento das duas
superficies envolvidas apds a adesao. Isso pressupde que a falha da ligacdo adesiva
ocorra na interface (SMART, 2005). A forca necessaria para separar duas superficies
apos a adesao ser estabelecida (Hagerstrom, 2003; Smart, 2005). Esta for¢a (Sm) é
frequentemente calculada em testes de resisténcia a ruptura pela proporgéo da forca
maxima de desprendimento (Fm) e da area de superficie total (Ao), envolvida na

interacdo adesiva dada pela Equacgéo 10:

Fm

Sp =2

Equacéao 10

A energia de fratura (gc) pode ser obtida a partir do trabalho de adeséo
reversivel (Wr), ou seja a energia necessdaria para produzir novas superficies
fraturadas) e o trabalho de adesao irreversivel (Wi) que é o trabalho de deformacéao

plastica provocada pela remocédo de uma ponta de prova até a ruptura da ligagédo
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adesiva, e ambos os valores sdo expressos como unidades de superficie de fratura
(A7) (Equacao 11).
=W, +W;
e r ! Equacédo 11
O médulo elastico do sistema esta relacionado ao stress (o) e ao cisalhamento

(¢) e pela lei de Hooke (Equacéo 12):

E o F/A FL,
& AL/L, ALA i
Equacao 12
onde: E é o modulo de Young ou modulo de elasticidade; F é a forca exercida sobre
um objeto sob tensao; A é a area transversal real através da qual a forca € aplicada;

AL é a variagao da espessura sistema; LO € o comprimento original.

Ao final, em um Unico sistema de componente uniforme, a forca de fratura (Sj)
que é equivalente a forca de ruptura maxima (Sm) é proporcional a energia de fratura
(gc), para o modulo de Young (E) e para o comprimento de ruptura critico (c) no local

da fratura, conforme descrito na Equacéo 13:

1/2

Equacéo 13

Uma critica a esta analise é que o sistema sob investigacao deve ter dimensdes
fisicas conhecidas e deve ser constituido por um material inico e uniforme. Em virtude
disto, a relagc&o obtida ndo pode ser aplicada para analisar o local de fratura de um
bioadesivo de componentes multiplos. Neste caso, a equacdo deve ser expandida
para acomodar dimensdes elasticas e médulos para cada componente (CARVALHO,
FLAVIA CHIVA et al., 2010).

A teoria mecanica assume que a adesao surge de um bloqueio de um adesivo
liquido em irregularidades em uma superficie aspera. No entanto, as superficies
asperas também fornecem uma area de superficie aumentada e disponivel para essa
interac&o, juntamente com uma maior dissipacao viscoelastica e plastica de energia

durante a fratura conjunta, em que se pensa ser mais importante no processo de
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adesado do que um efeito mecéanico (PEPPAS e SAHLIN, 1996). A falha adesiva
ocorrerd normalmente no componente mais fraco da ruptura (). Para adesivos mais
fracos, esta seria a interface mucoadesiva-muco, para adesivos mais fortes, a
interface inicialmente seria entre a camada de muco e o material mucoadesivo
hidratado (HAGERSTROM e EDSMAN, 2001).

Figura 18. Regifes para a fratura da jungdo mucoadesiva em uma forma farmacéutica em
contato com a mucosa.

Fo"f‘a : Fratura na camada
farmacéutica gel hidratada

Camada de gel Fratura na intraface

(gel-muco)

Camada gel do

muco
Fratura na camada gel

do muco

Nenhum desses mecanismos ou teorias isoladas podem explicar a
mucoadesdo em sua totalidade, j4 que os fenbmenos ocorrem de forma sinérgica e
cada qual em etapas diferentes do processo. No entanto, a compreensdo desses
mecanismos em cada instancia pode ajudar no desenvolvimento de novos produtos

mucoadesivos e compreender para 0s produtos ja existentes (SMART, 2005; 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar sistemas precursores de cristais liquidos

mucoadesivos para administracao intranasal de trans-resveratrol e avaliar in vivo em

modelo de Alzheimer induzido.

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliar a influéncia do tamanho da cadeia de polioxietileno na formacéo e
propriedades de nanoestruturas;

Avaliar a utilizacdo de outros anfifilicos ndo iénicos, como o polissorbato de
monosorbitano e o alcool cetilitico etoxilado e propoxilado na formacao e
propriedades de nanoestruturas;

Desenvolver e validar metodologia analitica do RES por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE);

Determinar a solubilidade do RES nos sistemas estudados e nos excipientes
utilizados;

Inquirir o potencial de formulacdes precursoras de cristais liquidos frente ao
fluido nasal simulado mimetizando o bioldgico;

Caracterizar os sistemas estruturados formados por técnica de microscopia de
luz polarizada, espalhamento de raios-X a baixo angulo, comportamento
reolégico e reométrico, andlise do perfil de textura e a absor¢éo de liquidos;
Avaliar as propriedades mucoadesivas das formulagdes obtidas;

Avaliar a seguranca das formulacbes pelo método da difusdo em agar em
células 929.

Investigar a atividade nootrépica das formulagdes pela administracdo intranasal

em camundongos com Alzheimer induzido pela estreptozotocina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

41.1

Reagentes

Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, EUA)
Acido acético (Qhemis, Brasil)

Acido oleico grau P.A. (Synth, Brasil);

Alcool cetitilico etoxilado 200E e propoxilado 5OP (Croda, Brasil);
Alcool oleilico etoxilado 200E (Croda, Brasil);
Cloreto de célcio P.A. (Synth, Brasil);

Cloreto de potassio grau P.A. (Synth, Brasil);
Cloreto de sédio grau P.A. (Synth, Brasil);
Etanol absoluto (Qhemis, Brasil)

Mucina de porco tipo Il (Sigma-Aldrich, EUA)
PEG 400 (Audaz, Brasil)

Polissorbato 80 (Synth, Brasil);

Equipamentos

Agitador Digital Eurostar™ 20 (IKA, Alemanha) com haste de agitacao aco inox
316L tipo hélice (naval) 50mm,;

Céamera digital Samsung DV300F (Samsung, Coréia do Sul)

Centrifuga de tubos Sorvall TC6 (Sorvall, EUA);

Cromatégrafo Liquido Varian, composto por modulo de bombeamento de
solventeProStar/Dynamax 210/215, detector UV ProStar 330 UV-VIS PDA,
injetor automatico Varian Autosampler, forno de coluna Timeline 210, Coluna
de fase reversa C18 Luna 250 mm x 4.6mm 5um (Phenomenex, EUA) e
pré-colunaC18 3 cm x 4 cm (Phenomenex, EUA);

Espalhador de raio X a baixo angulo, faixa de energia de de 8 keV,
monocromador (A = 1.488 A), detector vertical Pilatus 300K com pixel de 172
pm, 487 x 195 pixels, taxa de quadros de 200 Hz (Dectris®, Baden, Suica);

porta amostras PALMI (amostras liquidas, 300 uL de volume minimo) e PASMI
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(amostras solidas, 7 compartimentos, motorizados) de desenvolvimento interno
do LNLS;

- Estufa de ar circulante Regist 170 (Fabbe, Brasil);

- Homogeneizador de tubos, modelo AP22, Phoenix (local n&o especificado);

- Microscopio de luz polarizada Carl-Zeiss Axion 40 (Carl-Zeiss, Alemanha);

- Purificador de agua Millipore Milli-Q® Direct 8 por osmose reversa (tipo lll) e
ultrapura (tipo 1) (Darmstadt, Alemanha);

- Reométro hibrido Discovery HR-1 (TA Instruments, EUA);

- Texturébmetro TAXTplus (Stable Micro System, Reino Unido);

4.2 Métodos

4.2.1 Comportamento de fases dos tensoativos em agua

O comportamento de fases liotrépico dos tensoativos: alcool oleilico etoxilado
(30E) — OLETH-3 (03), élcool oleilico etoxilado (20 OE) — OLETH-20 (020), ou alcool
cetilico etoxilado (5 OP) e propoxilado (20 OE) — PPG-5-CETETH-20 (PC) foi
verificado pela mistura destes componentes com concentracfes crescentes de agua
destilada nas proporcoes 1:9, 2:8, 3.7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. Com excec¢éao do
020, este foi fundido a 65 °C e misturado com agua também nessa temperatura. Os
sistemas foram mantidos em equilibrio de fase e as mesofases formadas foram

identificadas por microscopia de luz polarizada (MLP).

4.2.2 Construcédo dos diagramas de fases ternérios dos sistemas

Os diagramas de fases ternarios foram obtidos pela titulagdo de agua as
misturas, massa total de 1 grama, contendo o tensoativo O3 e PC combinado com
acido oleico em proporcdes nas proporcdes 1.9, 2:8, 3.7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1.
As proporcdes foram tituladas com agua destilada (500 pL) com auxilio de
micropipeta. Apos cada adicdo, os sistemas foram homogeneizados com auxilio de
um bastéo de vidro e mantidos em repouso por 24 h. Em caso de formacao de bolhas,
este tempo foi prolongado até a eliminacédo das mesmas ser observado.

A excecdo de 020, o diagrama foi construido ponto-a-ponto pensando-se cada

componente isolado variando a cada 10% dentro do eixo dos diagramas totalizando
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36 formulacdes. O tensoativo O20 e o AO foram pesados e entdo aquecidos até 65
°C até a fusédo do anfifilico e entdo a proporcdo de agua, previamente aquecida na
temperatura de 65 °C, foi adicionada. Os sistemas foram mantidos em agitagdo com
auxilio de bastdo de vidro até o arrefecimento das formulagcdes na temperatura
ambiente.

Apés o periodo de equilibrio de fases, os sistemas foram identificados
visualmente e classificados como: sistemas liquidos transparentes (SLT), sistemas de
alta viscosidade transparentes (SAVT), sistemas opacos e separacao de fases. Os
sistemas obtidos, com excecdo daqueles que separam fases, foram analisados por
MLP.

4.2.3 Validacao do método analitico por CLAE

Os parametros linearidade, precisédo, exatiddo, robustez, limite de deteccao
(LD) e limite de quantificacéo (LQ) foram avaliados segundo Conferéncia Internacional
de Harmonizacéo (ICH, 2005) e pela RE 166/2017 (BRASIL, 2017).

O volume de amostra injetado foi de 50 L, a propor¢céao de fase movel (agua
acidificada contendo 2% de acido acético:metanol) foi de 50:50, fluxo de fase movel
de 1,0 mL por minuto, comprimento de deteccdo no UV de 303 nm e temperatura do
forno de 30 °C.

4.2.3.1 Seletividade
Para determinar este parametro foram comparados os cromatogramas obtidos

para excipientes e formulacdo sem RES.

4.2.3.2 Linearidade

A linearidade foi estabelecida pelas médias de trés curvas padrao auténticas,
as quais foram obtidas em oito niveis de concentracdes diferentes de RES, variando
de 0,5 — 100,0 pug.mL1. Cada concentracéo foi determinada em triplicata para cada
curva padréo e a linearidade foi avaliada por andlise de regressao linear, utilizando
ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados. Para avaliar numericamente
a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) com teste
unilateral, p < 0,05.
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4.2.3.3 Preciséo
Para o estudo de precisao foram utilizadas concentra¢cdes de 25, 50 e 75 pg.mL-
! do RES determinada em triplicata. As andlises foram realizadas em dois dias

diferentes, ndo consecutivos.

4.2.3.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de recuperacdo do analito para as
concentragdes 25, 50 e 75 pg.mL?, em triplicata em metanol. O coeficiente de
variacdo e a porcentagem de recuperacdo foram utilizados para avaliar a exatidao,

conforme Equacéao 14.

o Concentracao experimental
Exatidio (%) = - — x 100
Concentracao tedrica

Equacéao 14

4.2.3.5 Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccao (LD) foi determinado, matematicamente, a partir da curva
analitica resultante da média das trés curvas analiticas. O célculo para determinar o
valor correspondente ao LD, baseia-se no desvio padrao (DP) do residual da linha de
regressao e sua relacdo com a inclinacdo da reta (IC) ou coeficiente angular na curva
analitica, segundo a Equacéo 15. O valor do LQ foi determinado pelo primeiro ponto

da curva analitica.

Equacéo 15

4.2.4 Estudos de solubilidade do RES

Os estudos de solubilidade do RES foram realizados utilizando excesso de
farmaco em 5 mL de diferentes meios liquidos (formulacdes e excipientes) Foram
testadas as formulagdes contendo PC e 020, &cido oleico, PC, O20 misturado com
acido oleico na proporcdo 6:3, PEG400 e etanol. As solugcbes saturadas foram
mantidas em agitac&o, por 48 horas, em agitador vertical com velocidade controlada
e protegidas da luz. Ao término, os tubos foram centrifugados a 2000 x g por 10

minutos e entdo o sobrenadante foi coletado. O sobrenadante foi diluido
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adequadamente em fase moével, filtrado em filtro PTFE 0,45 um, e entdo injetado em

CLAE. Os testes foram realizados em triplicata.

4.2.5 Selecédo dos sistemas para caracterizagao fisico-quimica

Os sistemas foram escolhidos com base no seu comportamento de fases
liotrépico, sendo sistemas de baixa viscosidade e que aumentam sua viscosidade
através da diluicdo aquosa. A formulacao precursora de cristal liquido composta por
PC / &cido oleico / agua foi nomeada como F1, a formulacdo composta por O20 / acido
oleico/ agua como F2, a formulacdo composta por PS / &cido oleico/ agua como F3.
As concentracdes foram fixas para cada tipo de anfifilico, sendo compostas de 60%
de anfifilico, 30% de fase oleosa e 10% de &gua.

Os formulacdes foram selecionadas pelo seu comportamento de fase e sua

composicao estdo descritas no Quadro 9.

Quadro 9. Composicéo centesimal das formulacdes desenvolvidas.

Formulacao Excipiente Porcentagem (%)
Acido oleico 30,0
F1 PPG-5-CETETH-20 60,0
Agua purificada 10,0
Acido oleico 30,0
F2 OLETH-20 60,0
Agua purificada 10,0
Acido oleico 30,0
F3 Polissorbato 80 60,0
Agua purificada 10,0

Para avaliar se os sistemas mudam de fases em contato com 0 muco e assim
atuarem como precursores de cristal liquido, eles foram misturados com fluido nasal
simulado (FNS) na propor¢cdo 30% (m/m), 50% ou 100% (m/m) em relacdo a
formulacdo, mantidos a 32 °C, para simular a temperatura nasal e observadas por
MLP para investigar a mudanca de fase ocorrida. As formulagdes diluidas com 30%
(m/m), 50% (m/m) e 100% (m/m) de FNS foram nomeadas com a diluicdo adicionando

o nimero 30, 50 ou 100 ao final da nomenclatura.
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4.2.6 Preparo do fluido nasal simulado (FNS)
A composicao do FNS foi descrita por CALLENS et al. (2003) e a concentracéo

de mucina foi baseada no estudo de revisdo de SOSNIK et al. (2014) que descreveu
0 FNS com contra¢des de mucina entre 1,0 e 2,0%. Procedeu-se pesando 745 mg de
cloreto de célcio (NaCl), 129 mg de cloreto de potassio (KCIl) e 32 mg de cloreto de
calcio (CaClz), os pos foram colocados em um béquer de vidro e adicionou-se
quantidade suficiente de 4gua purificada. Essa mistura foi agitada com auxilio de um
agitador magnético por um tempo de 20 minutos até a total dissolugdo dos sais .
Entdo, pesou-se a mucina e foi adicionada 2 gramas equivalente a 2% (m/v) no volume
total de FNS. O béquer com a solucéao foi levado a agitacdo magnética por mais 12
horas até a total dispersao da mucina.

Posteriormente, efetuou-se o ajuste do pH até 6,0 com o auxilio de uma solucao
de acido cloridrico 0,1 M e solucéo de hidréxido de sédio 0,1 M. Entéo, a dispersao foi
transferida quantitativamente para um calice de vidro e o volume foi completado com
agua purificada g.s.p. 100 mL. O FNS foi acondicionado em garrafa de vidro e esta foi
mantida em geladeira por um periodo maximo de 90 dias.

4.2.7 Incorporacdo RES nas formulacodes

O RES foi incorporado na concentracdo de 5 mg/g em quantidade suficiente
para (g.s.p.) a massa total das formulacoes.

As formulac6es compostas por PC foram obtidas a frio e pela simples mistura
dos componentes. Em gral de vidro, foi adicionado o RES, previamente pesado, entao
foi triturado com auxilio do pistilo com o intuito de reduzir o tamanho de particula do
RES. Ap0s essa operagdo unitaria, o RES foi levigado com o AO em agitacdo no
proprio gral. Observou-se que ocorreu a dissolugdo parcial do RES na mistura e entéo
foi adicionado o PC ao AO, cuja mistura foi agitada até a dissolu¢cdo completa do RES.
Ao final, a agua foi adicionada, de forma lenta para evitar grumos, e as formulacdes
foram acondicionadas em fracos de vidro.

A técnica pela fus@o a quente foi empregada para as formula¢cdes compostas
por O20. Pesaram-se 0 O20 e acido oleico e esta mistura foi aquecida e fundida a 65
°C. Apos a fusao, o RES foi pesado e adicionado ao material fundido, foi aguardado
que todo o RES fosse dissolvido na mistura O20/A0. Ao final, o sistema foi titulado
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com agua na temperatura de 60 °C utilizando uma micropipeta e as formulacfes foram
acondicionadas em fracos de vidro protegidas da luz.

Para avaliar se os sistemas mudam de fase em contato com 0 muco e assim
atuam como precursores de cristal liquido, eles foram misturados com fluido nasal
simulado (FNS) na proporcdo 30% (m/m), 50% ou 100% (m/m) em relacdo a
formulacdo, mantidos a 32 °C. As formulacdes diluidas com 30% (m/v), 50% (m/v) e
100% (m/v) de FNS foram nomeadas com a diluicdo adicionando o nimero 30, 50 ou
100 ao final da nomenclatura, juntamente com a sigla RES.

4.2.8 Caracterizacao dos sistemas por microscopia de luz polarizada
(MPL)

As amostras foram preparadas colocando uma pequena quantidade do sistema
sobre uma lamina e coberta com laminula. As imagens foram obtidas num aumento
de 40 ou 100 x. A caracterizacao por MLP foi realizada utilizando um microscopio de

luz polarizada e as fotomicrografias foram obtidas com auxilio de camera digital.

4.3 Espalhamento de Raio-X & Baixo Angulo (SAXS)

O arranjo estrutural dos sistemas foi analisado por SAXS. Os dados foram
coletados na estacdo de medidas D11-A SAXS do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) em Campinas - SP, em monocromador do tipo Si (111)
comprimento de onda de 1,608 A. As amostras foram colocadas em uma cela a
temperatura ambiente. Para amostras liquidas foi usado aparato PALMI (porta
amostra de liquidos com mica) e para amostras semissolidas foi usado o aparato
PASMI (porta amostras de solidos com mica) usando fita kafton entre as amostras. O
espalhamento parasita, espalhamento de particulas existentes no sistema sem
amostra foi subtraido da intensidade total da amostra. As intensidades de todas as
amostras foram medidas em unidades relativas, mas para uma comparacgéo
quantitativa, as medidas foram normalizadas nas mesmas condigbes experimentais.
A aquisicao de dados foi realizada por um tempo de 10 até 30 s.

A posicéo do primeiro pico das curvas de SAXS, g1, é usada para avaliar 0s
parametros de estrutura das fases lamelar e hexagonal, sendo a distancia entre
planos (d) e aresta de hexagono (a), a partir das Equacdo 16 e Equacao 17,

respectivamente:
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— 2w
d /a Equacio 16
V2
.
d Equacéo 17

4.4 Analise do perfil de textura e analise por reologia
4.4.1 Analise do perfil de textura

Para realizacao do teste, 7 gramas das formulacdes foram pesadas em tubos
de centrifugas conicos de 50 mL e centrifugados a 4000 rpm, por 3 minutos, para
eliminacdo de bolhas e de forma a tornar sua superficie lisa. Os sistemas foram
deixados em repouso por 12 horas para ocorrer o equilibrio de fases.

Os tubos foram colocados abaixo da sonda analitica (g 10 mm) do analisador
de textura TAxplus (Stable Micro Syste), que foi programado para comprimir a amostra
numa velocidade de 0,5 mm.s? até a profundidade pré-definida de 10 mm e retornar
a superficie na mesma velocidade. Apdés o tempo de 5 s, uma segunda compressao
iniciou-se nas mesmas condi¢cdes. Todas as analises foram realizadas em seis

replicatas, a temperatura de 32 °C.

4.4.1.1 Reologia oscilatoria

A analise oscilatéria foi realizada empregando redmetro hibrido Discovery HR-
1 (TA Instruments) utilizando geometria cone-placa (diametro de 40 mm com angulo
de 2°) e altura de gap em 52 um, a uma temperatura de 32 £0,1 °C.

Primeiramente, foi realizado o teste de varredura de tenséo para determinacéo
da regido viscoelastica. Para esse teste foi utilizada uma faixa de tensdo de
cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 Hz.

Apoés a determinacao da tenséo de 0,5 Pa da regido viscoelastica, colocou-se
o rebmetro no modo teste de varredura de frequéncia para determinacdo do modulo
elastico (G’) e modulo viscoso (G”). Para esse teste foi utilizada a faixa de frequéncia
de O a 75 rad/s.
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4.4.1.2 Reologia de fluxo

As medicdes reoldgicas foram realizadas a 25 +0,1° C em redmetro hibrido
Discovery HR-1 (TA Instruments) com geometria de cone-placa (diametro de 40 mm
e angulo de 2°) e uma altura de gap de 52 um. As amostras das formulagdes foram
cuidadosamente aplicadas a placa inferior para minimizar o cisalhamento da amostra
e foram deixadas a equilibrar durante 3 minutos antes da andlise. O cisalhamento
ascendente foi de 0 — 100 s* e o cisalhamento descentente foi de 100 — 0 s, ambos

foram realizados por 120 s.

4.5 Analise das propriedades mucoadesivas

Discos foram produzidos com a compressao direta de 250 mg de mucina em
p6 (Maquina de Compressao modelo A15V500, puncédo plana @ = 10 mm, Fabbe,
Brasil) e foram aderidos a sonda analitica do equipamento com fita adesiva dupla face.
Para realizagdo do teste, os sistemas foram centrifugados numa velocidade de 4000
rom e dispostos logo abaixo da sonda analitica dentro de um banho a 32 °C. O
conjunto foi introduzido 1 mm de profundidade a partir da superficie da amostra e
mantido por 60 s sem nenhuma forca ser aplicada durante a fase de contato. Depois,
a sonda foi removida a uma velocidade constante de 0,5 mm.s™ até a total separagéo
das duas superficies. Calculou-se, através do programa de computador, a ASC obtida
durante a fase de destaque da amostra e a comprimido, sendo reportada como
trabalho de mucoadesao; determinou-se também o pico de mucoadesao, que € a forca
maéaxima obtida durante a retirada da sonda analitica.

4.6 Avaliacdo da citotoxicidade em agarose overlay em células L929

As células de tecido de camundongo da linhagem NTCT L929 (ATTC CLL1)
foram cultivadas como e quando a confluéncia desejada foi atingida, realizou-se uma
suspensdo celular na concentracdo de 2x10° células ml?. Posteriormente foram
pipetados 4 mL desta suspensao em cada poc¢o (3,5 cm de diametro) das placas de 6
pocos, em meio Dulbecco’s com 5% de soro fetal bovino. Estas placas permaneceram
em estufa, a 37° C com 5% de COz, por 48 h, para permitir a adesédo e a confluéncia

da monocamada celular. A viabilidade celular minima para a realiza¢éo do ensaio foi
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de 85%. E fundamental a observacéo da cultura celular antes do inicio do ensaio, pois
alteracdes morfoldgicas ou sinais de contaminacdo determinariam o seu descarte.
Através do microscopio invertido, as culturas foram examinadas e confirmou-se a
auséncia de contaminacado e a saude celular, com a confluéncia da monocamada. A
confluéncia é alcancada quando toda a area disponivel para o crescimento é tomada
e as células mantém contato entre si.

Apbs 48 horas, o0 meio de cultura foi aspirado e realizou-se a lavagem dos
pocos com 2 mL de tampao fosfato salina (PBS) pH 7,4. Logo apds, o PBS foi aspirado
e 1 mL do meio de cobertura foi adicionado em cada poco. Este meio de cobertura é
composto por agar a 1,8%, adicionado do corante vermelho neutro a 0,01% e DMEM
2X concentrado (1:1 v/v). Tanto o agar quanto o meio de cultura permaneceram em
banho-maria a 40°C até serem colocados em contato com a monocamada de células.
As placas permaneceram na capela de fluxo laminar por 15 minutos, aguardando a
solidificacdo do agar, a temperatura ambiente. Discos de papel filtro foram embebidos
nas formulacgdes liquido-cristalinas, e foram colocados com pingas cirdrgicas no centro
do poco contendo agar. Para o controle celular, o primeiro pogo recebeu apenas o
meio de cobertura. Para o controle negativo, foi utilizado disco de papel filtro embebido
em meio de cultura DMEM, e para o controle positivo, foi utilizado disco de papel filtro
embebido em Triton™ X-100. Todos os sistemas liquido-cristalinos e controles foram
testados em triplicata. As placas foram embrulhadas em papel de aluminio, para evitar
o dano celular por fotoativacdo do vermelho neutro e levadas a estufa a 37°C com 5%
de CO:2 por 24 h. Apés a incubacgéo por 24h, os pocos foram macroscopicamente
observados, e a formacédo de um halo claro ao redor das amostras e dos controles
positivos, evidenciou os efeitos relativos a citotoxicidade.

A extenséo da area descorada foi dividida em 4 quadrantes, a partir do disco
de papel filtro contendo as amostras. Os quadrantes foram mensurados visualmente,
através de transparéncias milimetradas sob as placas e paquimetro, e entdo
registradas. A metodologia utilizada fornece uma informacgé&o quantitativa (mediante a
extensdo do diametro dos halos) e qualitativa, a partir da interpretacao dos resultados.

Para interpretacdo dos resultados, as médias finais obtidas para cada amostra

foi relacionada ao grau de citotoxicidade como consta no Quadro 10.
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Quadro 10. Graus de reatividade para teste de difusdo em agar.

Grau Classificacao Parametro
0 Auséncia Auséncia de descoramento sob a amostra
1 Leve Zona de descoramento limitada a area sob a amostra
2 Branda Zona de descoramento a partir da amostra até 0,5 cm
3 Moderada Zona de descoramento a partir da amostra entre 0,5 a
1,0cm
4 Severa Zona de descoramento maior que 1,0 cm

Adaptado de: UNITED STATES PHARMACOPEIA — USP 36 (2016)

4.7 Avaliagcdo farmacologica das formulagdes em modelo animal de DA

4.7.1 Animais
Para os ensaios farmacol6gicos foram utilizados camundongos fémeas de

linhagem Swiss pesando entre 25,0 e 35,0 g e de aproximadamente 3 meses de idade
provenientes do Biotério Central da Universidade do Itajai (UNIVALI), Campus Itajai,
e retirados com pelo menos 3 dias de antecedéncia dos experimentos para
ambientacdo no biotério de experimentacdo. Os animais foram mantidos em
temperatura de 22 £ 2 °C com livre acesso a agua e comida em ciclo claro/escuro
controlado de 12/12h, exceto durante a realizacdo dos experimentos. Os ensaios
farmacoldgicos foram realizados segundo os principios éticos de Boas Normas de
Experimentacao, e os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica para Uso de Animais (CEUA) da UNIVALI (Protocolo nimero: 058/18P).

O total de 100 animais foi usado no ensaio e apos o procedimento cirirgico de
inducdo, os mesmos foram aleatorizados nos grupos experimentais. ApOs 0S
experimentos comportamentais, os animais foram eutanasiados pelo método de

deslocamento cervical.

4.7.2 Inducéo da DA através da administracdo estreptozotocina

A STZ foi administrada pela via intracerebroventricular (i.c.v.) com os animais
devidamente anestesiados com xilazina e quetamina (10 e 100 mg/kg,
respectivamente, i.p.). Apés a administracdo dos anestésicos e posterior perda dos
reflexos posturais, foi injetado na regido superior da cabeca um anestésico local
contendo agente vasoconstrictor contendo cloridrato de lidocaina 2% e de fenilefrina
1:2500 (1-2 mg/kg, s.c.) seguido de uma incisao para remocao de tecidos, utilizando
tesoura cirurgica e pincas, e exposicdo da calota craniana com auxilio de uma

raspador.
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Com a calota craniana exposta, 2ul de STZ (2,5 mg/mL) diluida em liquido
cefalorraquidiano (LCR) artificial estéril foi administrado pela via i.c.v utilizando uma
microseringa Hamilton® acoplada a um sistema de microcanula com uma agulha
hipodérmica na extremidade. Para o procedimento insertou-se a agulha sob o cranio
dos camundongos unilateralmente (3 mm de profundidade), 1 mm da fissura craniana
central a um ponto equidistante de cada olho, a uma distancia igual entre os olhos e

as orelhas e perpendicular ao plano do cranio (Figura 19).

Figura 19. Fotografia mostrando as estruturas cranianas do camundongo e as flechas
vermelhas indicam o ponto de inser¢cdo da agulha (a) e com a agulha inserida ao local (b),
figura ilustrativa com a localizagdo do SNC no cranio do animal (c) e a ampliacdo do cérebro
com as principais estruturas cerebrais (d).

Hipocampo

Bulbo — —
ofatério

Talamo Cerebelo

Apdés a cirurgia, os animais foram mantidos em caixas pos-cirirgicas sob
iluminacdo de 40W até total recuperacdo e controle de hipotermia induzida pela
anestesia. No terceiro dia, realizou 0 mesmo procedimento e injetou-se a solugcéo de
STZ no outro ventriculo. Para controle da dor pés-operatéria, ao final do procedimento,
foi administrado dipirona (100 mg/kg, i.p.) uma Unica vez ap0s as cirurgias e repetiu-

se a aplicacao apés 72h.
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4.7.3 Aleatorizacéo e tratamento dos grupos experimentais

No 4° dia, apos total recuperacdo dos animais, os mesmos foram submetidos

a aleatorizacgéo e relocacgao devido aos obtidos em decorréncia da cirurgia (78 de 100

animais) e entdo foram tratados pelo periodo de 14 dias e 0s grupos estédo descritos

abaixo:

Sham (SH): grupo realizado a cirurgia com administracéo i.c.v. de LCR sem
STZ (n=8);

Naive (NA): grupo sem realizacdo da cirurgia e sadio (n=6);

Veiculo (V): PS 80 (0,5%) solubilizado em agua e administrado pela v.0 no
volume equivalente ao RES 5 mg/kg (n=11).

Resveratrol (RES): pesou-se 50 mg de RES q.s.p. 100 mL PS 80 (0,5%)
solubilizado em agua e administrado pela v.o na dose 5 mg/kg (n=9).
Formulacao branca 1 (FB1): formulacdo composta por PC, &cido oleico e agua
(60:30:10) administrada pela via intranasal na dose de 5 mg/kg (n=11);
Formulacao branca 2 (FB2): Formulacdo composta por PC, &cido oleico e agua
(60:30:10) administrada pela via intranasal na dose de 5 mg/kg (n=11);
Formulacao 1 contendo RES (F1R): Formulagcdo composta por PC, acido oleico
e agua (60:30:10) e RES a 0,5% administrada pela via intranasal na dose de 5
mg/kg (n=11);

Formulacdo 2 contendo RES (F2R): Formulacdo composta por 020, acido
oleico e agua (60:30:10) e RES a 0,5% administrada pela via intranasal na dose
de 5 mg/kg (n=11);

Donepezila (DPZ): solubilizado em agua purificada e administrado pela v.o na

dose 2 mg/kg (n=9);

Figura 20. Esquema representativo dos dias de inducéo, tratamento e inicio dos
testes comportamentais.
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Para a administracdo intranasal, procedeu-se da seguinte forma: os animais
foram imobilizados e segurou-se em posicdo supino. Adicionalmente, outro
manipulador efetuou a administracao das formula¢cdes com auxilio de uma micropipeta
com volume de 20 pL. Com a micropipeta, aspirou-se um volume de 15 pL e foi
instilado lentamente na narina direita do animal pela introducéo da ponteira hna mesma
(Figura 21). Apos a administracdo aguardou-se cerca de 1 minuto com o animal em
posicéo supino e entdo o animal foi colocado na sua respectiva caixa. Para otimizar a
administracdo realizou-se a primeira administracdo em todos 0s animais na narina
direita. Ao término, procedeu-se com a administracdo na narina esquerda do mesmo
modo apresentado anteriormente. Para a administragdo total nos 44 animais levou-se

um tempo de 120-150 minutos.

Figura 21. Procedimento da administracdo intranasal em camundongo acordado
usando micropipeta.

A partir do 14° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
Campo Aberto (CA) e a memodria avaliada através do teste de reconhecimento de
objetos (TRO) e teste de esquiva-inibitoria (TEI) (Figura 20).

4.7.4 Campo aberto
Para aferir se os tratamentos afetaram o sistema locomotor dos animais e
consequentemente comprometeram os resultados referentes de cada animal nos

posteriores testes comportamentais, foi utilizado o teste de campo aberto descrito por
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TOLARDO et al. (2010), executado no 18° dia posterior a inducdo da DA com o STZ.
O teste foi realizado em uma caixa de madeira medindo 30 x 30 x 30 cm com assoalho
dividido em 9 quadrantes iguais (10 x 10 x 10 cm) onde os animais foram avaliados
60 minutos apoOs o tratamento. Os parametros comportamentais observados foram
avaliados através dos numeros de cruzamentos (crossing) e o numero de atividades
exploratdrias (rearings) que foram registrados em sessdes de 6 minutos. Os animais
permaneceram por mais 4 minutos a partir dos 6 minutos do teste do teste do CA para
complementar os 10 minutos total de ambientacao.

4.7.5 Teste de reconhecimento objeto

O teste consistiu em uma tarefa baseada em uma tendéncia natural do animal
em explorar (dar preferéncia) a um objeto novo em relagéo a um familiar dentro de um
ambiente conhecido e esse procedimento foi validado por (IZQUIERDO et al., 1998)
e adaptado por (GONCALVES et al.,, 2012). Esta preferéncia foi utilizada como
indicativo de memoria em relacdo ao objeto familiar. No 18° dia posterior a segunda
administragao de STZ, os animais foram submetidos ao TCA conforme descrito no
item 5.7 necessarios para a ambientacdo e realizacdo do TRO. No 19° dia os animais
foram recolocados no aparato com a presenca de dois objetos idénticos (objeto A) por
um periodo de 10 minutos, sob sesséo treino, e no dia seguinte, 20° dia, 0s mesmo
animais foram submetidos a avaliagcdo da memdéria de reconhecimento (sessao teste),
em que os animais foram expostos novamente ao aparato durante 10 minutos na
presenca de dois objetos, porém um novo objeto, o objeto B, substituiu um dos antigos
objetos (A+B). A memdria de reconhecimento foi avaliada comparando o tempo gasto
pelo animal explorando cada objeto durante a segunda tentativa. Com o tempo gasto

em cada objeto, calcula-se o indice de reconhecimento pela Equacéo 18:

IR = Tempo B/
- (Tempo A + Tempo B)

Equacéo 18
4.7.6 Teste de esquiva inibitoria

O aparato utilizado para avaliagdo da memoria emocional aversiva dos animais
foi uma caixa automatizada e o protocolo foi descrito por (SOUZA et al., 2002) e
(AMOAH et al., 2015). Os animais foram gentilmente colocados em uma plataforma
férmica de 2,5 cm de altura e 7,0 cm de largura e 25,0 cm de comprimento localizada

no lado esquerdo de um aparelho de 50 x 25 x 25 cm, com um piso feito por um calibre
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paralelo de 0,1 cm barras de aco inoxidavel espacadas de 1,0 cm de distancia. Na
sessao de treinamento, a laténcia para 0 camundongo colocar com as quatro patas
na grade foi medida, imediatamente seguida por um choque de 3, O segundos e 0,4
mA. Os camundongos que ndo desceram por um periodo de 20 segundos foram
gentilmente empurrados da plataforma para o piso. As sessdes de teste de retencao,
processualmente idénticas as da sessdo de treinamento, foram realizadas 24 horas
apos o treinamento, sem choque e com laténcia de abaixamento limitada a 180s; ou

seja, valores de sessao de teste maiores que 180s foram contados como 180s.

4.7.7 Analise estatistica

Para os testes paramétricos, os dados obtidos foram apresentados com
medidas seguidas pelos respectivos erros padrdo médio (EPM) e os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando necessario, foram seguidos de
testes de multiplas comparacdes a partir dos modelos post hoc de Dunnett e Newman-
Keuls, utilizando o software GraphPade. Para os testes ndo paramétricos (como o TEI
e TRO), foram utilizados os testes post-hoc de Mann-Whitney. Os resultados foram
apresentados com medidas seguidas dos intervalos interquartis e foram considerados

estatisticamente significantes os valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Comportamento de fases dos anfifilicos em agua

A estratégia utilizada neste estudo foi obter sistemas mucoadesivos explorando
a capacidade de diversos anfifilicos em formar mesofases organizadas em contado
com fluidos aquosos. Por isso foi investigado o comportamento de fases destes
tensoativo em presenca de agua. A Figura 22 e Figura 23 mostram um esquema
ilustrativo do diagrama de fases binério obtido pelas misturas dos anfifilicos com agua.

A mistura de O3 com até 20% (m/m) de agua formou predominantemente SLI.
Acima desta concentracdo, o0s sistemas tornaram-se geéis e isotropicos, sendo
indicativo de sistemas cubicos. Concentracfes de agua entre 20% até 50% (m/m)
geraram sistemas hexagonais, conforme mostrado pela MPL na Figura 22. Acima de
50% de agua, foram geradas estruturas cubicas com alta viscosidade e opticamente
transparentes. Enfim, a diluicdo acima de 90% (m/m) com agua gerou novamente
sistemas liquidos e isotrépicos, sendo indicativo de uma desorganiza¢ao dos sistemas
liquido-cristalinos formados.

Com concentracbes de agua até 20%, os sistemas mostraram-se como uma
mistura de mesofase hexagonal com mesofases lamelares, conforme mostrado por
MPL na Figura 22. Entretanto, a adicdo de agua levou a formacédo de sistemas
hexagonais com concentracdes de até 60% (m/m). Acima destes valores de agua, foi
evidenciada a formacao de SLI. O diagrama binario com O3 mostrou uma ampla faixa
de sistemas liquidos e isotropicos com concentracdes entre 20 e 80% (m/m) de agua.
Ja o anfifilico 020, apesar de formar CLs em contato com uma ampla faixa de
concentracdo de agua (entre 20-60%), ndo foi capaz de exibir uma evolucao das
estruturas com a diluicdo aquosa.

Os sistemas compostos com PS mostraram-se como sistemas liquidos e
isotropicos com concentracdes de anfifilicos até 60% (m/m), as diluicbes geraram
sistemas hexagonais até 40% (m/m) e apds serem diluidas, de lamelares geraram
estruturas hexagonais, evidenciadas por campos estriados através da técnica de MLP
(Figura 23). Os sistemas formados pelo PS n&do exibem uma evolucao de estruturas
com a adicdo de agua, porém sao capazes de auto-organizarem com concentracdes

de até 40% (m/m) de agua.
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Figura 22. Esquema ilustrativo dos diagramas de fases binarios resultantes das misturas de OLETH-3 / agua e OLETH-20 / agua, além
de imagens representativas obtidas por MLP exemplificando os sistemas anisotrépicos obtidos. SLI: Sistema liquido isotrépico; La:
Lamelar; Hy: Hexagonal.
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Pode ser observado que o PC em contato com até 20 % (m/m) de agua forma
sistemas opticamente transparentes, liquidos e isotrépicos classificados como SLI.
Acima de 20% (m/m) de agua, os sistemas se transformaram na fase hexagonal,
constatada pela observacado de estrias na MLP. Esta fase possui alta viscosidade, é
transparente e tem a aparéncia de um gel com a adicao de até 40 % (m/m) de agua.
Acima desta quantidade, o sistema mudou para a fase cubica, que apesar de ser
isotrépica, foi identificada pela sua alta viscosidade, maior que da fase hexagonal.
Esse tipo de mesofase foi constatada pela observagao de campo escuro na MLP,
conforme indicado na Figura 23. Enfim, com adicdo de concentracfes de agua
maiores que 60% (m/m), os sistemas voltaram a ser SLI.

Em geral, o comportamento de fase dos anfifilicos O3, PS e PC em contato
com concentracdes crescentes de dgua promove a formacédo de estruturas cada vez
mais organizadas. A diluicdo aquosa destes anfifilicos promoveu a transi¢cdo de SLI
para a fase hexagonal, seguida pela fase cubica, exceto para PS, até que uma maior
concentracdo de agua desorganizou o sistema que voltou a ser um SLI. Entretanto,
com a diluicdo do 020 ndo houve aumento da organizacdo dos sistemas
independentemente da quantidade de agua, pois houve sempre a formacao de uma
fase hexagonal, até que uma diluicdo maior ocorreu uma mistura de mesofase lamelar
e hexagonal.

Os anfifilicos podem se organizar e formar estruturas distintas dependendo da
sua concentracdo e sua geometria molecular. A relacdo entre as cadeias polares e
cabecas apolares das moléculas anfifilicas, bem como a dimensédo destas, parecem
governar o processo de auto-agregacao formando as mesofases (MEZZENGA, 2012).
Por outro lado, a transicéo de fases é essencialmente governada pelo preenchimento
do espaco confinado entre as interconexdes destas estruturas por agua mudando a

curvatura das cabecas polares gerando estruturas diferenciadas (MALMSTEN, 2007).
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Figura 23. Esquema ilustrativo dos diagramas de fases binarios resultantes das misturas de POLYSORBATE-80 / agua e PPG-5-
CETETH-20 / 4gua, além de imagens representativas obtidas por MLP exemplificando os sistemas anisotropicos obtidos. SLI:
Sistema liquido isotrépico.
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Para anfifilicos ndo idbnicos com uma Unica cadeia carbdnica, estudados nesse
trabalho (Figura 24), a adicdo de agua provoca a aglomeracdo das moléculas do
anfifilico, cujas cabecas polares ficam voltadas para o meio interno aquoso, a fim de
obter um estado minimo de energia livre, formando assim micelas reversas. Com o
aumento da agua interna, a estrutura micelar se alonga, até que uma quantidade de
agua promove o0 empacotamento destas estruturas, formando a fase hexagonal. Com
adicionais aumentos de 4gua, o tensoativo ndo consegue estabilizar a agua como fase
interna, resultando numa fase mais ordenada como a fase cubica, cuja interface tem
curvatura ao redor tanto da cadeia hidrofébica como da cabeca polar do tensoativo.
Quando a quantidade de agua excede a de tensoativo, a primeira passa a ser o meio
externo e a parte hidrofébica do tensoativo passa a se proteger contra 0 ambiente
aquoso, formando micelas normais (CARVALHO, 2012).

Figura 24. Estruturas moleculares do acido oleico (A), O3 com x = 3 ou 020 com x = 20 (B);
PC (C) e PS (D).
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Os sistemas desenvolvidos aqui se mostraram promissores como sistemas
percussores de CLs utilizando uma mistura binaria de anfifilico e agua. Os anfifilicos
tiveram um comportamento de organizacdo e estruturacdo quando acrescidos
quantidades crescentes de agua, exceto 020 ndo exibiu um aumento gradual da
organizacdo das mesofases em contato com a agua. Todavia, os demais anfifilicos
estudados mostraram capazes de formar sistemas liquidos isotropicos que aumentam
a viscosidade com a diluicdo aquosa, porém, a transformacdo dos SLI em fase
hexagonal ou fase cubica pode provocar a obstru¢do das vias aéreas, devido a
viscosidade elevadas destas fases. Por outro lado, a adicdo de um terceiro
componente nestas misturas binarias a fim de alterar o comportamento de mesofases
dos sistemas parece ser uma estratégia interessante. Além do que, a adi¢do de um
componente lipofilico, como o &cido oleico foi capaz de modular as mesofases
formadas e suas caracteristicas reologicas em estudos anteriores (CARVALHO, F. C.
et al., 2010; CARVALHO et al., 2013b; BERNEGOSSI et al., 2016; CALIXTO et al.,
2016; FONSECA-SANTOS et al., 2016).

Logo, sistemas compostos por misturas binarias podem nao ser adequados
para a incorporacao de farmacos insoluveis em agua. Dessa forma, faz-se necessario
a adicdo de uma fase oleosa com a finalidade de aumentar a dissolucao, neste caso

do RES, para uma incorporacdo adequada aos sistemas propostos.

5.2 Construcédo do diagrama de fases ternario

O diagrama na Figura 25 mostra a combinacao de PC, acido oleico e 4gua. A
regido SAVT é formada a partir da diluicdo dos SLIs com 30% de agua. A fase
hexagonal foi obtida apenas numa regido limitada do diagrama, identificada pela
observacéo de estrias na MLP, em que o &cido oleico est4 abaixo de 5%, anfifilico
entre 65 e 40% e 4gua entre 35 e 60%. Uma larga regido de SLI foi formada com
concentracdes de anfifilico variando de 30 a 60% e quantidades de agua de até 30%.
Essas regides sao isotropicas e liquidas, sendo caracteristica da formacéo de micelas
ou de um maior ordenamento da matriz levando a formacéo de MEs (MALMSTEN, M,
2002). Valores de diluicdo acima de 30% das regifes de SLI geraram uma regido de
formacdo de STAV. Estas regides de STAV suportam até 60% de fase aquosa,
entretanto quando o volume de agua excede ocorreu a formacgao de sistemas opacos.

A regido de sistemas opacos compreende uma quantidade de agua acima de 60% e

Bruno Fonseca-Santos



RESULTADOS E DISCUSSAO 107

de baixo conteudo oleoso, mesmo que com altas quantidades de anfifilico. Por outro
lado, quando o volume de fase oleosa aumenta, 0s sistemas opacos se
desestabilizam levando as separagfes de fases. O mesmo € observado com as
regides de SLI quando o volume de agua é maior juntamente com as baixas
concentracfes de anfifilico, levando a sistemas com altas concentracdes de fase

oleosa e incapacidade do sistema de formar estruturas.

Figura 25. Diagrama de fases ternério obtido com a combinagéo de PC, acido oleico e agua.
(SAVT): Sistemas de alta viscosidade transparentes; (SLI): Sistemas liquidos transparentes;
Linha em vermelho mostrando a diluicdo em FNS.
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Os sistemas obtidos nas regides classificadas como SLI s&o isotropicos,
liguidos, opticamente transparentes e termodinamicamente estaveis. Esses tipos de

sistemas podem ser caracterizados por MEs ou sistemas micelares, o que distinguem
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€ o tipo de organizacdo do anfifilico disperso no solvente. Fases micelares sao
estruturas esferoides formadas apenas por agregados dos anfifiicos (JONES e
LEROUX, 1999; ALIABADI e LAVASANIFAR, 2006). Por outro lado, nas MEs o filme
interfacial nas goticulas de uma fase oleosa que se protege de um meio externo
aguoso, ou goticulas de agua que se protegem de um meio externo oleoso (ANTON
e VANDAMME, 2011; MCCLEMENTS, 2012).

O diagrama de fases ternario das misturas contendo 020, acido oleico e agua
esta disponivel na Figura 26. O ponto F2 foi a amostra selecionada para caracterizacao
fisico-quimica e F1.30, F1.50 e F1.100 é onde o sistema se localiza apés a diluicdo
aguosa de F1 na proporcao 30%, 50% e 100% (v/m).

O diagrama mostrou uma larga regido de SLT contendo concentracdes em
torno de 30% do anfifilico com baixas concentracdes de 4gua. Com o conteudo de
agua crescente, ocorreu uma transicao de fase, onde os SLT geraram STAV. A regiao
de STAV engloba uma ampla regido do diagrama ternario variando de concentracées

de anfifilico numa faixa de 30-80% com diluicdo aquosa acima de 20%.
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Figura 26. Diagrama de fases ternario obtido com a combinacéo de O-20, &cido oleico e agua.
(SAVT): Sistemas de alta viscosidade transparentes; (SLI): Sistemas liquidos transparentes;
Linha em vermelho mostrando a diluicdo em FNS.
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Os SLI também foram formados no vértice esquerdo do diagrama, nhuma regiao
estreita, quando a diluicdo aquosa dos SAVTs ultrapassa 70%. Concentracdes de fase
oleosa de até 35% formaram sistemas opacos, devido a baixa quantidade de anfifilico
gue nao é suficiente para formar estruturas ordenadas. Com o aumento de fase oleosa
levou a formacdo de sistemas instaveis com formacdo de separacdo das fases,
fendbmeno indicativo de instabilidade devido & grande proporcdo de fase oleosa no
sistema.

Para a mistura ternaria contendo PS como anfifilico pode ser observado uma
regido de SLI ao lado direito do diagrama. Altas concentragcdes de PS geraram STAV,

no vértice superior do diagrama, que com o aumento de agua levaram a formacao de
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STAV. Com quantidades de anfifilicos na faixa de 50-70% e quantidades de agua em
até 20% contribuiram para a formacéo de SLI; entretanto, a adicdo crescente de agua
gera STAV. Os STAV se mantém organizados com até 70% de agua, sendo que a
diluicdo crescente gerou separacao de fases.

Figura 27. Diagrama de fases ternario obtido com a combinacao de PS, 4cido oleico e 4gua.
(SAVT): Sistemas de alta viscosidade transparentes; (SLI): Sistemas liquidos transparentes;
Linha em vermelho mostrando a diluicio em FNS.
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Por outro lado, altas concentracdes de anfifilico geraram regides de STAV que
a partir do acréscimo de agua gera uma pequena regido de SLI ao lado esquerdo.
Devido a alta quantidade de agua presente, os sistemas gerados podem ser sistemas
micelares ou MEs do tipo normais. Ao lado direito se verifica ao contrario, a quantidade

de agua até 10%, gera sistemas SLI com baixas concentracdes de &cido oleico, que
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com o aumento deste leva a formacao de regido de STAV. Uma regido com sistemas
opacos foi formada com concentracdes de até 30% de anfifilico e concentracdo de
fase oleosa de 30-70%. Porém, valores abaixo de 30% ou 70% geraram regifes de
separacao de fase.

O sistema obtido por O3, acido oleico e agua estd mostrado na Figura 28. No
diagrama, observa-se uma ampla regido de separacdo de fase. No vértice superior
com concentracgdes de anfifilico acima de 80% e 15% de conteddo aquoso gerou SLI.
Devido as altas concentracdes de anfifilico pode ter contribuido para a formacao de
micelas ou MEs. Quando a regido SLI é diluida, ocorre a transicdo de fase para STAV.
Esse comportamento pode ser explicado pela molécula de O3 (Figura 24) que contém
3 unidades de OE na cabeca polar. Mesmo em altas concentracfes a agua é capaz
de solvatar a cabeca polar originando estas estruturas. Quando a concentragao de
anfifilico diminui, variando até 60%, e com grandes contracdes de 6leo favoreceu a
formacdo de SLI do lado direito do diagrama. Esse fendbmeno pode ser explicado
devido as altas concentracdes de 6leo que interagem com as cadeias carbbnicas do
anfifilico e a &gua em pequena quantidade presente nessas regides que solvatam a

cabeca polar do anfifilico favorecendo a formacédo de micelas ou MEs A/O.
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Figura 28. Diagrama de fases ternario obtido com a combinacao de O3, acido oleico e agua.
(SAVT): Sistemas de alta viscosidade transparentes; (SLI): Sistemas liquidos transparentes;
Linha em preto mostrando a regido de diluicdo.
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Comparando a regido de separacao de fases no diagrama ternario de O3, acido
oleico e agua, € possivel observar que a regido é extensivamente maior quando
comparada com o diagrama obtido pelo anfifilico O20. De fato, o arranjo molecular
apresentado por essa mesma classe de anfifilico tem uma influéncia na organizagao
das estruturas desses sistemas. O diagrama da Figura 28 ndo apresentou nenhuma
regido de sistemas opacos, em contrapartida o digrama apresentado pela Figura 26
apresenta essas regides que sdo indicativos de sistemas emulsionados. O carater
hidrofilico e hidrofébico desses dois tipos de anfifilicos tem uma influéncia sobre a
emulsificacdo ou regides de separacédo de fase. O O3 apresenta um valor de EHL de
6,6 enquanto o O20 apresenta valor de 15,5, sendo que um valor baixo de EHL

apresenta baixa dispersabilidade em agua, mas apresentam a capacidade de formar
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emulsdes A/O (EHL = 4 — 6) ou como agentes molhantes (6 — 8) (GRIFFIN, 1949;
1954). Regibes menores de separacao de fase apresentadas pelo O20 podem estar
implicadas com uma interacdo maior das moléculas de 4gua com as 20 unidades de
OE presente na parte polar que leva a uma melhor estabilidade termodinamica.

Assim, as misturas binarias formaram uma ampla regido de separacao de fases
na area de diluicdo (60% de tensoativo) inviabilizando seu uso como precursor de CLs
como proposto neste trabalho. Alternativamente, € possivel obter sistemas SLI e
STAV que podem ser aplicadas com potencial para outras vias de administracao,
como a via topica cutanea, por exemplo. Mas, ndo sdo adequadas para a
administracdo intranasal, jA que na regido inicial do sistema e da diluicdo se mostram
como uma regido de separacdo de fases. Por outro lado, &reas com concentracdes
acima de 70% podem ser exploradas para este propdsito, ja que apresenta uma regiao
de SLI, que com o aumento de agua leva a uma regido de STAV.

Um dos grandes desafios da pesquisa de novos sistemas de liberacéo
nanoestruturados é a possibilidade de escalonamento industrial obtendo as mesmas
caracteristicas como obtido em estudos de bancadas ou piloto (CARVALHO, 2012).
Para a producéo dos sistemas obtidos neste trabalho ndo é necessaria a utilizacao de
equipamentos complexos e nem de insumos farmacéuticos onerosos, logo, é

extremamente viavel sua producédo em escala industrial.

5.3 Validacdo do método analitico por CLAE

Um método foi desenvolvido para analise qualitativa do RES. O método
mostrou uma separacao satisfatoria do analito com boa resolucdo dentro de um curto
espaco de tempo, utilizando um gradiente isocratico. O cromatograma mostrou um
pico de retencdo em 7,5 minutos para o RES (Figura 29) gerando um tempo de anélise
de 15 minutos. Entretanto, quando a solucao de RES foi exposta a luz solar por cerca
de 6 horas, foi evidenciada a conversao isomeérica de cis para trans. Os espectros de
absorcdo no UV mostram picos de absorcao diferentes para cada composto nos
diferentes tempos de retencao (7,5 e ~12 minutos). O primeiro pico de retengao
mostrou um espectro de absor¢do de maxima de 218 nm e 306 nm, sendo
caracteristico do isomero trans; para o segundo pico foi mostrando absorcbes
maximas em 216 nm e em 275 nm, sendo reportado em algumas literaturas como o
isomero cis (TRELA e WATERHOUSE, 1996; CAMONT et al., 2009; NOUR et al.,
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2012; SILVA et al., 2017). Estes resultados mostram-se promissores para a aplicacéo

do método em estudos de estabilidade das formulagdes.

Figura 29. Perfil cromatrografico do RES na concentragdo de 100 ug/mL com ou sem
exposicdo a luz (a e b, respectivamente) e seus respectivos espectros de absorcao no ultra-
violeta.

—— RES 100 ug/mL (exposicéo luz)
—— RES 100 ug/mL (sem exposi¢ao)
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A curva analitica para o RES provou ser linear ao longo do intervalo proposto
(0,5-100 pg.mL?), como mostrado pelos coeficientes de regressdo linear (r?) de
0,9994 para o composto estudado, demonstrando um ajuste aceitavel de dados para
a linha de regresséo (y = 3,248748x - 0,383278), conforme mostrado na Figura 30.
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Figura 30. Curva de calibracdo obtida em fungéo da concentracdo de RES pela area do pico
cromatrografico.

350

y = 3,248748x - 0,383278
R2 =0,999425

300 ~

250 ~

200 ~

150 ~

Area (mAU.min)

100 ~

50 A

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentragao (ug/mL)

A andlise estatistica de regressao linear obtida a partir de um Fcalc (3,36 x 10%)
em comparacdo com Ftab (2,56 x 103*) demonstra a significancia estatistica do
método de linearidade (p < 0,05) (Tabela 1). A sensibilidade do método para o
composto foi expressa pela inclinacdo da curva analitica, e pelos valores LD de 387,0
ng mL, respectivamente. O valor de LQ foi de 0,5 pg mL* ou 500 ng mL%, sendo o

primeiro ponto da curva analitica.

Tabela 1. Analise de variancia (ANOVA) para regresséao linear simples.

Parametro gl SQ MQ Fcal Ftab
Regresséo 1 2,70 x 10* 2,70 x 10* 3,36 x 10* 2,56 x 103
Residuo 19 15,3 0,81

Total 20 2,70 x 10*

Nota: gl: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados: MQ: média dos quadrados; F cal: valor

de F calculado; Ftab: valor de F tabelado.
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A precisdo do padrdo na amostra foi avaliada em trés niveis: 25, 50 e 75 pug mL-
! para a RES, com recuperacdes entre 97 — 101%. O método mostrou boa precisdo
em concentracdo baixa, média e de alto nivel para o analito, dentro da linearidade do
método. Um valor de DPR < 3,0% foi observado em todas as determinacdes do teste
de recuperacdo. Tanto as corridas intra- e inter-dia apresentaram valores de DPR
menores que 3,0%. Estes resultados mostram a alta precisdo do método para a

determinacdo do método de analise (Tabela 2).

Tabela 2. Precisdo intra-corrida e precisdo intermediaria do método avaliado em
concentracdes diferentes de RES.

Concentracéo o
Concentragéo . ¢ 4 DPR (%) Exatidao (%)
L Experimental® (ug mL™)
tedrica
-1 . . . Dia . .
(g mL) Dia 1 Dia 2 Dial Dia 1 Dia 2
25,0 24,60 £0,59 24,10 £0,356 2,41 1,48 98,42 +2,37 96,37 £1,43
50,0 48,57 +0,97 50,37 £0,92 2,0 1,84 97,15+1,95 100,75 1,85
75,0 75,41 £1,85 74,35 +0,67 2,46 0,91 100,56 99,05 0,90
+2,48

2 Média e desvio padrao (n = 3)

O método desenvolvido se mostrou linear, especifico, preciso e exato para a
determinacao de RES nos ensaios de performance, como na liberacdo e permeacao

em mucosa nasal, além de ser usado nos estudos de solubilidade do RES.

5.4 Estudos de solubilidade do RES

A quantidade maxima de RES que pode ser incorporada nos sistemas em
estudo foi investigada adicionando-se nos mesmos 3 g do farmaco. Apos a
homogeneizacgéao, eles foram centrifugados e 0 RES em excesso foi precipitado. O
sobrenadante contendo o RES solubilizado foi devidamente diluido na fase mével e
quantificado por CLAE.

O RES foi incorporado nas formulac¢des F1, F2, e também nos componentes
isolados (PPG-5-CETETH-20 e acido oleico). A incorporagdo do RES no OLETH-20
ndo foi realizada, pois 0 processo de homogeneizacgéo fica inviavel devido a sua

consisténcia pastosa. Entdo o 020 foi fundido com Oleo na mesma propor¢cao das
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formulacdes (6:3) e devido a sua consisténcia liquida procedeu-se com o ensaio de
solubilidade.

Os sistemas contendo RES foram nomeados como F1R e F2R. A Figura 31
mostra um grafico comparativo das quantidades maximas de RES incorporadas em

cada amostra.

Figura 31. Concentracéo (mg/g) solubilizada do RES nas formulagdes e excipientes isolados.

400 7

~ 360.45 I r:
o
> B F2
£ 350
7 Bl Ao
','J':J EH Etanol
300 —
< 1007 Bl T80
©
o Bl PEG 400
2 50 - Bl 020:A0 (6:4)
o = [ pc
0— T
Y

Os resultados mostram que a solubilidade do RES no tensoativo O20 € maior
gue em agua, ja que incorporou em meédia 95 mg/g do farmaco. O acido oleico
incorporou menos de 90 pg/g de RES, indicando que o RES foi insollvel nessa fase
oleosa. Assim, os sistemas F1 e F2 incorporam quantidades distintas de RES e devido
a sua insolubilidade no acido oleico, este parece que ndo favoreceu uma solubilizacdo
maior. Nos componentes isoladas, os dados de solubilidade mostraram que o
polissorbato 80 (T80) solubilizou 7 mg/g de RES, além disso o PEG 400 alcancou
valores proximos de 450 mg/g de RES. Este comportamento sugere que o niumero de
etoxilagdes favorece a solubilidade do RES. Quando se compara a solubilidade do
RES em 020 e PC, evidencia-se que o 020 solubilizou cerca de 3 vezes mais RES
do que o PC.

O volume méaximo de formulacéo que € possivel administrar via nasal € de 300
pL (HENKIN, 2011; ARMSTRONG et al., 2014). Assim, o sistema de liberagéo para

ser administrado via nasal tem que apresentar uma boa capacidade de incorporagéo
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do farmaco (ILLUM, 2002; 2003; ILLUM, 2004). Isto permite a administracdo da dose
num volume pequeno de formulacdo. Sob este aspecto, ambos o0s sistemas

desenvolvidos oferecem grande vantagem para administracdo nasal do RES.

5.5 Selecdo dos sistemas para caracterizacao fisico-quimica

Sistemas precursores de mesofases liquido-cristalinas podem ser definidos
como sistemas de baixa viscosidade, que em contato com um fluido biolégico, podem
alterar a sua mesofase, ocorrendo uma transicdo, gerando estruturas mais
organizadas e aumento a viscosidade (CARVALHO et al., 2013b). Sistemas muitos
viscosos podem sofrer dificuldade para serem administrados através da mucosa
(CARVALHO, F. C. et al., 2010), e sistemas mais fluidos podem ser administrados
mais facilmente na mucosa nasal (CARVALHO, F. C. et al., 2010; CARVALHO et al.,
2013b), também reportado para a cavidade bucal (BRUSCHI et al., 2007; BRUSCHI
et al., 2008; SOUZA et al., 2014; BERNEGOSSI et al., 2016; CALIXTO et al., 2016) e
na mucosa vaginal (RAMOS et al.,, 2015; SALMAZ| et al.,, 2015). Sistemas
mucoadesivos com baixa viscosidade s&o interessantes para uma maior
espalhabilidade do sistema ao longo da mucosa, e o aumento da viscosidade pode
resultar num maior tempo de residéncia da forma farmacéutica no local da aplicacao
(BRUSCHI, 2015).

Desse modo, a escolha racional para os sistemas contendo PC, PS e O3 com
acido oleico / agua sédo aquelas que formaram uma ampla regido de SLI. Para a
escolha do ponto inicial, considerou-se a minima concentracdo do anfifilico que néo
fosse préximo as regides de sistemas opacos ou de separacdo de fases. Além disso,
foi considerada a escolha de uma linha de diluicAo que abrangesse amplamente a
regido SAVT, para o sistema permanecer na estrutura liquido-cristalina numa faixa de
diluicdo aquosa maior. Todos os diagramas propostos mostram uma formulagao
precursora com a diluicdo, nas seguintes proporc¢des: 60% de anfifilico, 30% de acido
oleico e 10% de agua. A Figura 26, Figura 27 e Figura 25 mostram que quando os
sistemas compostos por 020, PS e PC sé&o diluidos (linha de diluicdo) promove a
formacao de um STAV, logo, os pontos precursores de CLs se mostram com
viscosidade mais elevada, devido a organizacéo destes sistemas.

Para simular o comportamento de fases dos sistemas na cavidade nasal, eles

foram diluidos com FNS em proporg¢6es que variam de 30% até 100% e observados
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macroscopicamente e por MLP. A Figura 32 evidencia a estruturacdo e mudanca da

viscosidade dos sistemas quando em contato com o FNS.

Figura 32. Aspecto visual dos sistemas precursores antes da administracdo nasal e a
formacao dos sistemas por meio do contato com o muco simulando apds a administracao.

50% 100

As MLP corroboram com a mesofase formada e estdo mostradas na Figura 33.
Todos os sistemas iniciais se mostraram por campo escuro e sendo caracterizadas
como MEs. A partir da primeira diluicdo em 30% de FNS, os sistemas mostraram
viscosos, exceto o F2.30 (Figura 32), formado por PS, que se mostrou com
propriedades viscoelasticas. JA a mesofase caracterizada por MPL mostrou a
presenca de cruzes de Malta indicativo de mesofase lamelar. A fase lamelar € formada
por camadas paralelas e planas de bicamadas de anfifilicas separadas por camadas
de solvente, formando rede unidimensional. Devido ao baixo ordenamento da
estrutura, esse sistema geralmente apresenta-se como liquido viscoso (FORMARIZ
et al., 2005). Com o aumento de FNS acrescentado ao sistema evidenciou
formulagcbes mais viscosas devido a transicao para uma fase hexagonal. Mesofases

lamelares e hexagonais sao anisotropicos e sua organizacao estrutural resulta em
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campos de visualizacdo caracteristicos, como as cruzes de Malta no caso da fase

lamelar ou estrias no caso da fase hexagonal (GOODBY, 1998).

Figura 33 —Imagens obtidas por MLP das formulac¢des F1, F2 e F3,e de suas diluicdes
de 30%, 50% e 100% em FNS, resultando nas amostras diluidas.

F1 (PC)

F2 (02)

Os sistemas formados por O20 e PC sao inicialmente liquidos isotrépicos e
transparentes que quando diluidos em FNS geram sistemas viscosos em todas as
diluigbes, com excec¢éo da F3.50 que fica menos viscosa apds um tempo de cedéncia
com o frasco invertido, mas retorna a sua viscosidade nédo tendo um fluxo completo
no frasco. Sistemas formados por 020 e PC, como anfifilico, mostraram pela MPL
texturas indicativas de mesofase hexagonal e aparéncia de um gel (GABBOUN et al.,
2001; HYDE, 2002; GUO et al., 2010).

Esse comportamento de mudanca de viscosidade € interessante para sistemas
de CLs, onde se apresentam na forma liquida, e com a incorporacdo de FNS tornam-
se mais viscosos (FEHER e EROS, 2005; MALMSTEN, 2007). A transi¢do de
mesofase pela adicdo de um solvente é fundamentada no fato de que a agua leva a
solvatacdo da cabeca polar do tensoativo, aumentando a sua curvatura e o volume da
regido polar, gerando estruturas hexagonais ou cubicas por causa do maior
empacotamento (MALMSTEN, M, 2002; MEZZENGA, 2012).
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5.6 Incorporacéo do resveratrol nas formulacdes

O RES foi incorporado nas formulagdes na concentragéo de 5 mg/g e o potencial
precursor foi inquirido. A Figura 34 mostra o0 aspecto visual macroscépico das
formulacdes apds a diluicdo com FNS. E observado que as formulacées visualmente

aumentam a viscosidade ap0ds a incorporagdo no FNS.

Figura 34. Aspecto visual dos sistemas prerursores, contendo RES na concentragcdo de 5
mg/g, antes da administracdo nasal e a formagéo dos sistemas por meio do contato com o
FNS apos a administracéo.

0% 30%

A Figura 35mostra mudancas no perfil de desvio da luz, em que os
sistemas precursores sao isotropicos e que na medida em que o FNS é incorporado
nas formulagbes obtém-se caracteristicas anisotropicas. O arranjo hexagonal
apresenta um padrao tipico na MPL sendo caracterizado por campo estriado, pois 0s

agregados de tensoativo estdo organizados em cilindros.
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Figura 35 — Imagens obtidas por MLP das formulacdes contendo resveratrol e de
suas diluicbes de 30%, 50% e 100% em FNS, resultando nas amostras diluidas.

A incorporagdo de um quarto componente, no caso o RES, nao foi capaz de
alterar as propriedades fisico-quimicas dos sistemas aqui desenvolvidos. Os sistemas
contendo RES obtiveram as mesmas capacidades de transicdo de mesofase quando
comparado aos sistemas ndo carregados. Além do mais, a MPL evidenciou a
formacao de mesofase hexagonal apos a diluicdo em FNS, o que contribuiu para a
proposta de geleificacao in situ.

5.7 Espalhamento de Raio-X a Baixo Angulo (SAXS)

A caracterizacdo das formulagdes através do SAXS foi feita através das curvas
de intensidades de espalhamento I(q) em funcdo do vetor de espalhamento (g). Com
as curvas foi possivel avaliar através da correlagcdo espacial entre 0s objetos
espalhadores, as nanoestruturas dos sistemas em que se varia a proporcao de fase
aquosa.

Na Figura 36 para as amostras precursoras (F1 e F2) observa-se a presenca
de um pico alargado, caracteristico de sistemas micelares e/ou microemulsionados.
Estes dados corroboram com a MPL, que evidenciou campo escuro caracteristico de
sistemas isotrépico. Entretanto, para a formulacdo F1 pode-se notar a presenca de
um pico sem periodicidade tipico de um arranjo mais organizado, podendo assim
indicar o comeco de uma organizacdo do sistema localizado em uma regido de

transicao de fases.
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Figura 36. Difratogramas do espalhamento da raio-X a baixo angulo (SAXS) das
amostras precursoras e suas diluicdes em FNS.
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Quando as formulagdes sado diluidas é observado periodicidades entre os picos,
porém o estreitamento dos picos € observado para as amostras contendo PC, uma
vez que quando diluidas com 30% de FNS mostra uma transicdo de mesofase
microemulsionada juntamente com um pico de maior intensidade. Ja para diluicao de
50% e 100% estes picos sdo bem estreitos, o que indica um maior nivel de
organizacao desses sistemas. Ja para o sistema contendo 020, sdo observados picos
bem definidos para a diluicdo de 30 e 50% de FNS. Mas, quando diluida para 100%
com FNS, as curvas de SAXS mostram sobreposi¢des de picos indicativo de mistura
mesofasica.

A Tabela 3 mostra os valores de espalhamento do valor g em funcédo das
amostras precursoras e diluidas em FNS. E notavel observar que ha uma diminuic&o
dos valores de q, tal qual é correlacionado com o aumento do objeto espalhado. De
forma que a adicdo de 4gua nos sistemas exibe uma tendéncia a aumentar o tamanho
do objeto espalhado, em outras palavras, o volume de fase aquosa

compartimentalizado nos sistemas esta aumentado.

Tabela 3. Valores de espalhamento do vetor q (hmt) das amostras precursoras e
suas diluicbes em FNS.

Espalhamento do vetor g (nm™)

Amostras gl g2 g3 g4 g5
F1 - - - - -
F1-30 0.835 1.682 - - -
F1-50 0.783 1.565 2.340 - -
F1-100 0.659 1.227 1.847 2.489

F2 - - - - -
F2-30 0.922 1.839 - - -
F2-50 0.843 1.682 - - -
F2-100 0.639 0.7098 1.259 1.431 1.900

Em geral, para sistemas liquido-cristalinos, a posi¢céo dos picos no gréfico 1(q)
pode ser usada para identificar a nanoestrutura de fase (grupo de espaco
cristalografico) e dimensdes da célula unitaria. O grupo espacial cristalografico é
derivado combinando as posi¢des relativas (em q) entre os picos de Bragg medidos
para diferentes mesofases (MEZZENGA, 2012). A Tabela 4 apresenta os dados
experimentais dos espacadores estabelecidos para sistemas liquidos cristalinos

liotrépicos.
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Tabela 4. Taxa de espacamento de pico de Bragg e indices de Miller (h, k, |) para fase
lamelar (La), hexagonal (H 1/ u). cubica face de diamante (Pn3m), cubica primitiva
(Im3m) e cubica girdide (Ia3d).

1 V2 V3 V4 V6 N7 8 V9

La 110 — — 220 — — — 300
Hin 10 — 11 20 — 21 — —
Pn3m — 110 111 200 211 — 220 221
Im3m — 110 110 200 211 — 220 —
la3d — — — — 211 — 220 —

Adaptado para o portugués de: MEZZENGA (2012)

A andlise dos difratogramas das amostras precursoras e diluidas em FNS
forneceu as razdes entre as distancias interplanares e permitiu a identificacao da fase

liquido-cristalina conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Razbes entre as distancias interplanares, paramétros de rede calculdados
e tipo de mesofase identificadas para as amostras.
Razdes entre as distancias interplanares Parametro de rede

(d/d) (nm) Mesofase
di d2 d3 d4 d5 d a
F1 - - - - - - - Microemulséo
F1-30 1.00 2.01 - 7.5 - Lamelar
F1-50 1.00 2.00 2.99 - 8.0 - Lamelar
F1-100 100 186 280 3.78 i - - Hexagonal
Cubico
F2 - - - - - - - Microemulsao
F2-30 1.00 2.00 - - - 6.8 - Lamelar
F2-50 1.00 1.99 - - - 7.4 - Lamelar
F2-100 1.00 - 1.97 - 2.97 9.8 - Lamelar
- 1.00 1.77 - 2.68 8.8 10.2 Hexagonal

As diluicdes das formulacdes contendo PC em 30 e 50% e as contendo O20
em 30 até 100% apresentaram curvas com picos bem definidos e através da
correlagdo com periodicidade de 1:2:3, revelaram uma de fase lamelar. Para as
amostras na maior diluicdo, contendo o tensoativo PC, exibindo picos poucos
definidos e com ombros, porém sem uma periodicidade especifica, indicando sua
localizacdo em uma regiao de transicado de fase. A partir das distancias interplanares
foi estimada a mesofase formada, visto que os valores de 1,86 se assemelha a raiz

de 3 e 2,80 com a raiz de 7 e ambos valores se aproximam das correlagdes com a
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fase hexagonal. Por outro lado, o valor de 3,78 se aproxima de raiz quadrada entre 10
e 12 sendo indicativos para fase cubica tipo primitiva ou girdide. Assim, esses dados
séo inconclusivos e pressupde que esta diluicdo estd em uma regido de transicao de
fase.

Para a formulacdo F2-100, formada pelo O20, os dados se mostram mais
conclusivos, mostrando uma periodicidade de 1:2:3, indicativa de mesofase lamelar.
Porém, sdo exibidos valores de 1,77 e 2,68 que sdo aproximadas as distancias de raiz
quadrada de 3 e 7, respectivamente, e tais indicam formag&o de mesofase hexagonal.
Igualmente, os dados sugerem uma mistura de fases liquido-cristalina e ndo mostram
uma correlacdo exata entre as distancias interplanares para essa amostra.

Sistemas de liberacdo nanoestruturados, como 0s sistemas precursores de
cristais liquidos (SPCL), representam uma plataforma promissora para administracao
bucal de farmacos, pois esses sistemas conseguem protegé-los da degradacéo fisico-
guimica além de aumentar o tempo de permanéncia da formula¢do no ambiente nasal,
possibilitando uma liberagdo controlada do farmaco no local especifico de a¢do. Os
dados de SAXS permitiram evidenciar que os sistemas ndo diluidos se caracterizaram
como microemulsdo e com caracteristica liquida, sendo faceis de serem
administrados, porem quando estes sdo diluidos em FNS, mostram-se com
viscosidade elevada, os quais foram caracterizados como sistemas liquido-cristalinos

com formacao de mesofases distintas em funcéo da quantidade de agua adicionada.

5.8 Analise do perfil de textura e andlise por reologia
5.8.1 Analise do perfil de textura

A andlise de perfil de textura foi realizada em analisador de textura, sendo
possivel avaliar as propriedades mecanicas, tais como, dureza, compressibilidade,
adesividade e coeséo. A amostra € comprimida por uma sonda analitica e sédo obtidos
parametros como (a) dureza: € o pico de forca maxima obtido durante o primeiro ciclo
de compresséo; (b) compressibilidade: é o trabalho total requerido para deformar a
amostra durante o primeiro ciclo de compressao da prova analitica; (c) adesividade:
representa o trabalho requerido para vencer as forgas atrativas entre a prova analitica
e a amostra sendo analisada; e (d) coeséo: € a razao entre a area positiva obtida

durante a segunda compresséo (A3) e a obtida durante a primeira compressao; Este
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parametro mede a taxa que um material se rompe sob uma acdo mecanica. O

desenho esquematico da técnica se encontra na Figura 37.

Figura 37 — Representacao ilustrativa do texturbmetro e as adaptacdes realizadas
para o teste TPA. Al: resisténcia a compressédo; A2: adesdo; A3: segundo ciclo de
compressao.
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Fonte: FONSECA-SANTOS (2013)

Os testes de propriedades mecanicas das formulacbes sdo de grande
importancia no delineamento de sistema de liberacdo de farmacos (JONES et al.,
1996; BRUSCHI et al., 2007; BRUSCHI et al., 2008; CARVALHO et al., 2013b). A
Figura 38 representa os parametros estudados para as formulagdes, onde estas foram
misturadas com FNS, a fim de simular as mudancas que podem ocorrer nas texturas
dos sistemas quando entram em contato com a saliva presente no ambiente nasal.

Em geral, a diluicdo desses sistemas gera em um aumento da viscosidade, a
qual tem uma influéncia sobre os valores de dureza e compressibilidade. Esses
resultados corroboram com outros autores, que observaram que com o aumento das
concentracbes de polimeros em uma dispersdo, a viscosidade aumenta, e geram
valores dependentes e crescentes para dureza e compressibilidade (JONES et al.,
1996; JONES et al., 1997; JONES et al., 2002; BALOGLU et al., 2011; OLIVEIRA
CARDOSO et al., 2017). Ou seja, 0 aumento das concentracdes de um polimero em
uma dispersao tende a formar uma rede estrutural mais densa que é resistente a
compressdo (CARVALHO et al., 2013a; CALIXTO et al., 2015).
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Figura 38 — Graficos das medidas obtidas pelo TPA, obtendo os parametros de dureza
(a), adesividade (b), resisténcia a compresséo (c) e coesédo (d) das amostras diluidas
em FNS.
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O parametro dureza esta relacionado com a forca maxima para ocorrer a
deformacédo num material. As propriedades de adesividade estédo relacionadas como
a energia necessaria para superar as forcas atrativas entre a superficie da formulacéo
com outros materiais com qual estd em contato (JONES et al., 2002; JONES et al.,
2009). Alguns trabalhos relatam que a adesividade é um parametro relacionado com
as propriedades mucoadesivas, ja que indica quanto um material pode aderir em uma
superficie (JONES et al., 1996; JONES et al., 1997; BRUSCHI et al., 2007), levando
assim a um aderéncia melhor sobre a superficie da mucosa no local de aplicacéo.
Obviamente, a mucoadesao € um processo complexo, e somente esta informacéo nao
deve ser levada unicamente, mas através desse parametro, pode ser utilizada como
uma ferramenta para a selecdo de potenciais amostras com estes propdsitos de
serem sistemas de liberacdo mucoadesivos. Os sistemas obtidos com PS néo

exibiram area de adesividade pela analise de TPA e entdo foram descontinuados.
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Em geral, os parametros mostraram-se crescentes com a diluicdo da
formulacdo em FNS. Nesse estudo, foi utilizado um gel de HEC a 2,5% (m/m) como
um controle positivo, ja que a literatura o descreve como um polimero formador de gel
com propriedades mucoadesivas (FONSECA-SANTOS e CHORILLI, 2017). A adigédo
de RES as formulacdes mostrou um ligeiro decréscimo nos valores das propriedades
mecanicas destas contendo PC ou O20. Diluicdes de 100% das formulacdes em FNS
para os sistemas contendo O20 evidenciaram perda dos valores das propriedades de
textura; isso pode estar relacionado com uma menor interagdo do sistema com um
alto contetdo de agua. Porém, esses sistemas mostraram caracteristicas geleificadas
e valores mecanicos acima ao gel de HEC na concentracao de 2,5%. Por outro lado,
os sistemas contendo PC mostraram valores mecéanicos préximos com uma diluicdo
de 100% quando comparados ao gel de HEC.

A Figura 39 mostra o grafico de dispersdao com todos os dados obtidos na
analise mecanica. A Figura 39A mostra a adesividade em funcdo da dureza das
amostras analisado, onde é possivel verificar que as varidveis sdo positivamente
correlacionadas e o coeficiente de correlagéo de Pearson foi de 0,9636 (96,36%). A
adesividade em funcédo da compressibilidade das amostras foram analisado também
(Figura 39B), onde € possivel verificar que as variaveis sao positivamente
correlacionadas e o coeficiente de correlacdo de Pearson foi de 0,9464 (94,64%). Os
dados aqui foram positivamente correlacionados ja que os valores de adesividade séo
mostrados como uma forcga positiva (valor absoluto), entretanto essas correlagdes sao

negativas em funcdo da compressibilidade ou da dureza.
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Figura 39 — Gréficos de dispersao da (a) dureza em funcdo da adesividade das amostras; e
(b) da compressabilidade em funcéo da adesividade das amostras. O gréfico no canto inferior
direito mostra os dados plotados em funcédo de uma regresséo linear.
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Os parametros basicos no desenho de formas farmacéuticas mucoadesivas
sao a facilidade de remocé&o da forma farmacéutica da embalagem primaria, facilidade
de aplicacéo do produto na regido desejada e retencdo no local de aplicacdo sem
desintegracdo (SCHWARTZ, 1975). A dureza introduz a forca necessaria para
fornecer a deformacéo de géis. Este parametro expressa a aplicabilidade do gel no
local desejado. Os géis devem ter pouco valor de dureza para serem administrados
facilmente a regido nasal (JONES et al., 2009). A compressibilidade define o trabalho
necessario para a compactibilidade do produto ao longo de uma distancia definida
(JONES et al.,, 1997) e expressa a remocao do gel preparado do recipiente e a
simplicidade da disseminacédo no local da aplicacdo (JONES et al., 1996). O valor de
compressibilidade deve ser baixo para que se possa retirar o gel preparado do
recipiente e para ser facilmente espalhado no epitélio da mucosa (TAN et al., 2000).
Os resultados do teste de mucoadesdo mostram semelhanca com os resultados de
adesividade obtidos a partir da andlise de perfil de textura (CEVHER et al., 2008). O
alto valor da coeséo fornece recuperacéao estrutural completa apos a aplicacao de gel
(TAN et al., 2000).

Sistemas farmacéuticos que modificam seu comportamento reoldgico quando
entram em contato com o meio fisiolégico aguoso sdo comumente empregados para
atribuir as propriedades mucoadesivas e reolégicas em um sitio anatdémico especifico
(CARVALHO et al., 2014). A avaliacao do perfil de textura pode ser extremamente til
para caracterizar as mudancgas nas propriedades mecanicas ocorridas nos sistemas
misturados com o0 muco e, em conjunto com a reologia, podendo ser uma importante
ferramenta para caracterizar a mucoadeséao in situ (CARVALHO, 2012). Dessa forma,
0s sistemas aqui desenvolvidos possuem parametros mecanicos ideais que suportam

a mucoadesao nasal.

5.8.2 Reologia oscilatoria

Nos ensaios oscilatérios, a magnitude do mdodulo elastico G’ € uma indicagao
qualitativa da estrutura do sistema (CEULEMANS et al., 2002). Trés situacdes podem
ser encontradas para uma dispersao polimérica: G’>> G” para um sistema interligado
quimicamente, G’>G” para cadeias mantidas por ligagdes secundarias, e G’ < G” para
dispersbes cujas moléculas estdo apenas ligadas fisicamente. Sob uma tensao

constante e em baixas frequéncias, sistemas mais empacotados apresentam o
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modulo elastico G’ maiores que o viscoso G” e ambos sdo independentes da
frequéncia que sdo representados por uma reta constante. Para sistemas mais
fracamente estruturados, os modulos oscilatérios sdo dependentes da frequéncia e é
observada nesse mesmo gréfico uma inclinagdo da curva (CEULEMANS et al., 2002)

Figura 40. Reogramas obtidos com as medidas oscilatérias de varredura de
frequéncia das amostras precursoras e das suas misturas com FNS. (a) Amostras
sem RES, (b) amostras com RES. Simbolo fechado (G’) e simbolo aberto (G”).
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As amostras precursoras demonstraram ser mais viscosas do que elasticas (G”
<G’). No entanto, as formulac¢des diluidas com FNS tornaram-se formulacoes elasticas
(G’> G”), apresentando comportamentos semelhantes a gel com estruturas altamente
organizadas (Figura 40). Os sistemas iniciais sdo caracteristicos de MEs e
apresentam comportamento visCOSO ja que sdo sistemas menos organizados e
ordenados; entretanto, o aumento da frequéncia leva a valores de G> G’
caracteristicos de sistemas com comportamento viscoelastico (BERNEGOSSI et al.,
2016; CALIXTO et al., 2016; FONSECA-SANTOS et al., 2016). Para essas amostras

0s modulos mostraram ser dependentes da frequéncia, caracteristico de sistemas
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estruturalmente mais fracos e também caracteristico de amostras mais liquidas
(CARVALHO et al., 2013b).

No intuito de se estabelecer uma analise quantitativa da dependéncia de G’
com a frequéncia angular, determinou-se o valor de regressao a partir regressao
exponencial dos dados obtidos a partir do espectro mecanico. 0os parametros S e n
(da resisténcia do gel e expoente viscoelastico, respectivamente) sdo indicativos da
densidade de reticulacdo no interior do gel, sendo que quanto mais alto for o valor de
S, mais reticulada e forte é a estrutura do gel. Contrariamente, o valor de n diminui
com o aumento da densidade de reticulacdo. Assim, altos valores de n indicam géis

com estruturas mais fracas (SAXENA et al., 2011).

Tabela 6. Valores de regressao linear (r?), da resisténcia do gel (S) e do expoente
viscoelastico (n) das amostras precursoras e das suas misturas com FNS.

Amostra S N r2

F1 0,503 0,8413 0,9958
F1.100 1,4 x 10° 0,0016 0,9797
F2 0,188 0,8130 0,9719
F2.100 530,30 0,3540 0,9978
F1R 1,1150 0,7097 0,9810
F1R.100 1,5 x10° 0,0017 0,9819
F2R 199,5 0,1620 0,9915
F2R.100 1671,55 0,0039 0,9856

A andlise quantitativa dos espectros mecanicos, na Tabela 6, mostrou
resultados para S crescentes para os SPCL com e sem farmaco, indicando uma
estruturacdo do sistema conforme ocorre a diluicdo, transitando para uma mesofase
liquido cristalina. Os valores de n mostraram ser decrescente com o aumento de FNS,
indicando uma organizacdo mais complexa, e os valores de r foram proximos a 1,
indicando que os sistemas sdo dependentes da frequéncia angular, porém com a
diluicdo dos sistemas os valores de r sofrem uma discreta diminuicdo. Os dados
guantitativos mostram que a adicdo de RES ao sistema gerou discretos valores
maiores para S, indicando que o RES interage com as mesofases formadas, podendo

levar a uma maior organizacéo estrutural dos sistemas.
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Os resultados mostram que todos os sistemas precursores de cristais liquidos
em estudo neste trabalho misturados com FNS exibem moédulos elasticos maiores que
as mesmas formulacdes antes da mistura. Logo, pode ser concluido que o contato
dos sistemas com o0 muco pode promover a formacao de uma matriz liquido-cristalina
com elasticidade superior a formulagdo precursora, logo, as misturas exibem
sinergismo reologico, propriedade que pode contribuir para a mucoadeséo do sistema

de liberagéo.

5.8.3 Reologia de fluxo

As relacdes entre a tenséo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento de todas
as formulagbes sdo mostradas nos programas da Figura 41. Todas as amostras
exibiram pseudoplasticidade ou plasticidade. A pseudoplasticidade € devido a
estrutura liquido-cristalina, a qual causa maior resisténcia ao fluxo (CARVALHO et al.,
2013a; CARVALHO et al., 2013b). O comportamento pseudoplastico € uma
propriedade desejavel para formulagcbes nasais porque as formulacdes
pseudoplasticas experimentam a perda do fluxo quando uma tenséo € aplicada, o que
facilita a administracédo da formulacdo por um conta-gotas nasal ou um dispositivo tipo
spray (ALSARRA et al., 2011). Contudo, ao se retirar essa tensdo, a formulacéo

recuperara sua viscosidade inicial, permanecendo por mais tempo no ambiente nasal.
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Figura 41. Reogramas de fluxo das amostras precursoras e das suas misturas com
FNS. (a) Amostras sem RES, (b) amostras com RES. Simbolo fechado: curva
ascendente; simbolo aberto: curva descente.
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As amostras também apresentam alto grau de trixotropia, area de histerese
qguando diluidas, devido a existéncia de forcas de interacdes intermoleculares entre
as regides mais estruturadas, entretanto essa estruturacao pode ser destruida com o
aumento da velocidade de cisalhamento, mas é recuperada quando essa taxa de
cisalhamento é cessada. A maioria dos medicamentos nasais € desenvolvida sob a
forma de solugao administrada como aerossol. Em alguns casos, essas solu¢des séo
tixotropicas e sdo capazes de alterar suas propriedades fisicas sob agitacdo para
facilitar o fornecimento do farmaco e sua adesdo a mucosa nasal (KOZMINSKI e
KUPCZYK, 2015). A alta viscosidade presente na maioria dos pulverizadores
comercialmente disponiveis mesmo apés a quebra da estrutura é o fator que contribui
para o aumento da residéncia prolongada do spray na cavidade nasal (LEE et al.,
2009).
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As formulacdes exibiram valores de n menores a uma unidade (1), confirmando
o comportamento de fluxo pseudoplastico. Apés diluicdo em FNS, as formulacdes
resultantes exibiram um ligeiro aumento nos valores do indice de consisténcia.

Tabela 7. Parametros de fluxo das amostras precursoras e das suas misturas com
FNS.

Amostra k (Pa.s") n r2 Classificacéo
F1 1,8748 0,5292 0,9408 Pseudoplastico
F1.100 60,5639 0,2555 0,9894 Plastico?

F2 14,6663 0,4658 0,9974 Plastico?
F2.100 35,2971 0,5505 0,9890 Plastico?

F1IR 1,8465 0,5573 0,9716 Plastico?
F1R.100 68,9935 0,2375 0,9900 Plastico?

F2R 24,2245 0,3787 0,9916 Plastico?
F2R.100 34,1905 0,5572 0,9870 Plastico?

Nota: k: indice de consisténcia; n: indice de escoamento; 2 tensdo de cedéncia

Materiais deste tipo tém sua estrutura reorientada na direcdo do fluxo e as
interacBes intermoleculares que antes causavam resisténcia tornam-se menores,
provocando afinamento do fluxo, conhecido como shear thinning (SCHRAMM, 2006).
O afinamento do fluxo é uma vantagem na aplicacdo de sistemas de liberacao
semissélidos, pois facilita seu extravasamento através do frasco ou dispositivo que o
contém, como tubos, conta-gotas e seringas, além de permitir o espalhamento da

formulacédo no local de aplicacdo desejado.

5.9 Analise das propriedades mucoadesivas

Conforme descrito por CARVALHO (2012) as medidas de forga interfacial nao
sdo adequadas para amostras liquidas. Estes resultados sugerem que a forca de
mucoadeséo € amplamente influenciada pela viscoelasticidade do material. Por isso,
nao foi realizado o teste com a amostra precursora, somente com as diluidas em FNS.
Para conceber sistemas de liberacdo de farmacos com propriedades mucoadesivas
excelentes, como CLs, é necessario o desenvolvimento de testes de mucoadeséo,
com metodologias simples, que possam avaliar tais propriedades mucoadesivas
(TAKEUCHI et al., 2005; YU et al., 2014).
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Figura 42 — Medidas da for¢ca de destacamento e area da for¢ca de destacamento das
amostras diluidas FNS, utilizando disco de mucina.
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A mucoadeséo dos sistemas precursores de cristais liquidos diluidos em FNS
mostrou ser muito maior em relagéo a organizacédo dos sistemas (Figura 42). Este
resultado indica que a mudanca para uma mesofase com estrutura mais rigida
proporciona um aumento na forca mucoadesiva. A mudanca de mesofase promovida
pela diluicdo dos sistemas em FNS aumentou acentuadamente os valores de area e
pico de mucoadesdo, mostrando que a transformacdo dos sistemas numa fase
liquido-cristalina favorece a mucoadeséo. A incorporacao de RES diminui ligeiramente
os valores de forca de destacamentos para as amostras auto-organizadas com o PC
ou 020. Os sistemas compostos por O20 demonstraram valores de mucoadesao e
trabalho de mucoadesédo semelhantes ao controle positivo, o gel de HEC. Por outro
lado, os sistemas compostos por PC obtiveram metade da for¢a nas diluicdes de 50%
e 100% comparado ao gel de HEC.

Estudos anteriores realizados por outros autores relatam esse comportamento
de transicdo de mesofase, em funcdo de um fluido biolégico, com o aumento das
propriedades adesivas para aplicacdo em diversos sitios anatbmicos, como a mucosa
nasal (CARVALHO, F. C. et al.,, 2010; CARVALHO, 2012; WU et al.,, 2012;
CARVALHO et al., 2013b), mucosa bucal (NORLING et al., 1992; DU et al., 2014,
SOUZA et al., 2014; BERNEGOSSI et al., 2016; CALIXTO et al., 2016) e mucosa
vaginal (RAMOS et al., 2015; SALMAZI| et al., 2015) e os resultados aqui apresentados
corroboram que a capacidade de mudanca de fase pela diluicdo do sistema em FNS

aumentando o potencial mucoadesivo.
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Embora o processo de mucoadeséo seja complexo e governado por diferentes
forcas e teorias, ainda assim possa ser explicado devido a agua presente nas
formulagbes participarem do processo de mucoadesdo, assim como também o
anfifilico pode interagir com os componentes da mucosa, por intera¢des hidrofébicas,
forcas van der Waals ou por ligacdes de hidrogénio, podendo ser isoladamente ou em
conjunto (YU et al., 2014). Para sistemas liquidos cristalinos a interacdo com a agua
presente na mucosa pode contribuir para esse processo tdo complexo (NIELSEN et
al., 1998; LEE et al., 2001; CREMONEZ et al., 2013). O fato que os sistemas liquidos
cristalinos sofram mudancas na sua mesofase e grau de estruturacdo, sugere-se que
a agua presente na mucosa possa interagir com dominios polares das estruturas
formadas contribuindo para esse processo.

Com o desenvolvimento de materiais adesivos mais eficientes, € possivel
conceber sistemas com propriedades mucoadesivas adequadas para veiculacdo de
varios farmacos para serem administrados por diferentes vias e, assim, controlar a
liberacdo, diminuindo os efeitos sistémicos indesejaveis ou melhorar a absor¢éo e o
transporte de farmacos pela membrana biolégica (KOCKISCH et al.,, 2001;
CARVALHO, FLAVIA CHIVA et al., 2010; CARVALHO et al., 2014).

5.10 Avaliacao da citotoxicidade em agarose overlay em células L929

Para determinar se as formulacdes sdo citotoxicas em contato com células
vivas, o ensaio de reatividade in vitro pela difusdo em &gar foi realizado. Os resultados
mostraram reatividade para controle positivo, o qual equivale a classificagcdo como
grau severo e para os sistemas microemulsionados testados foram classificados como
moderados ou severos. Os sistemas compostos por PC (F1 e F1R) se mostraram
menos citotdxicos quando comparados ao controle positivo, de forma contraria os
sistemas compostos por 020 (F2 e F2R) foram igual ou superior quando comparados
ao controle.

Devido a alta concentracdo de tensoativos no desenvolvimento dos sistemas,
esses resultados ja& eram esperados e relatados na literatura (VIAN et al., 1995;
ARECHABALA et al.,, 1999). Estudos com nanoemulsfes mostraram um grau
moderado de irritacdo no ensaio de agarose in vitro (DAL MAS et al., 2016) e foram

semelhantes aos resultados expostos aqui, por outro lado, em outro estudo
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performado por mostrou que as microemulsées incorporadas em géis nao foram

toxicas neste modelo.

Tabela 8. Resultados do potencial irritante para as formula¢cées microemulsionadas
com e sem resveratrol.

Amostra Halo? (cm) Grau Classificacéo
Controle + 1,1+0,1 4 Severo
Controle - 0,0 0 Auséncia

F1 0,7+0,1 3 Moderado
F1R 0,8+0,1 3 Moderado

F2 1,0+£0,2 3 Moderado
F2R 1,2+0,2 3ou4 Moderado/Severo

@ Média global da média dos quatro quadrantes (em triplicata)

Um numero limitado de estudos tem utilizado este modelo para a predi¢do de
inocuidade de sistemas baseados em tensoativos, porem o método de difusdo de
agarose in vitro € uma alternativa ao teste de Draize para o ranqueamento de irritacdo
ocular de produtos a base de tensoativos, além da conveniéncia como um ensaio de
triagem na predicao de irritacdo, avaliando a incorporacdo do corante vital vermelho
neutro por células viaveis (O'BRIEN et al., 1990; HORAN et al., 2003).

Embora os dados apresentados aqui mostram um grau moderado ou severo
qguanto a citotoxicidade, os dados de seguranca apresentados pelo fabricantes do
tensoativos mostram que para o PC, a dose letal (DLso) aguda em ratos € de 3,0
mL/kg, ndo foram apresentados irritacdo dérmica em coelhos e tampouco pelo teste
de contato em voluntarios humanos, além de ndo apresentar irritagcdo ocular em
coelhos (CRODA, 2010). Para a Ficha de Seguranca apresentada pela Croda para o
020, os dados de DLso em ratos sdo 2.9 g/kg e o teste de Draize em coelhos
mostraram irritacdo cutanea e ocular média a moderada (CRODA, 2012).

Apesar de que as formulagdes demostraram grau de moderada toxicidade no
ensaio de difusdo em agar e foi evidenciado possivel toxicidade pela literatura
consultada, os tratamentos com as formulagcbes em modelo de Alzheimer induzido
pelo periodo de 14 dias ndo foi evidenciado sangramento nasal nos animais e

presume-se uma seguranca na utilizacao das formulagdes desenvolvidas.
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5.11 Avaliacao bioldgica das formulacdes em modelo animal de DA

A etiologia da DA esporadica ainda ndo esta clara; entretanto, varios fatores de
risco foram identificados para aumentar a chance de progressao da DA. Dentre esses
fatores de risco, a neuroinflamacdo no cérebro tem sido implicada como um dos
principais fatores de risco. No entanto, 0 mecanismo molecular subjacente ainda nao
€ tdo claro e o modelo de inducdo com STZ produz sintomas caracteristicos
semelhante da DA esporadica, por isso este modelo tem sido empregado para
explorar o mecanismo fisiopatolégico subjacente (KAMAT, 2015).

STZ é um composto de glucosamina-nitrosoureia que foi originalmente
identificado como um antibiético. E toxico para células beta do pancreas e geralmente
transportado através do transportador de glicose 2 e comumente usado para induzir
diabetes experimental em animais (POPOVIC et al., 2001; TAMADDONFARD et al.,
2013). A administragdo de STZ pela via intracebroventricular ou intraperitoneal produz
cognicao reduzida e aumento de agregados dos fragmentos A, proteina tau total e
depdsitos de AB no cérebro (LIN et al., 2014; WANG, L. et al., 2017).

A administracdo de STZ no cérebro de ratos produz neuroinflamacéo, estresse
oxidativo e alteracdes bioquimicas, o que € considerado um modelo experimental
valido pelas alteracdes fisiopatologicas precoces na DA (GAO et al., 2014). O déficit
de aprendizado espacial induzido por STZ no teste do labirinto de agua de Morris e
fosforilacdo de tau no cérebro de ratos produzem DA esporadica experimentalmente
(GAO et al., 2014). A proteina tau e os agregados de AP tém papel na cascata
patolégica amiloidogénica levando ao sintoma de perda de memdéria e morte de
neurdnios. Também ¢é evidenciado que a STZ aumenta apoptose neuronal via
glycogen synthase kinase beta (GSK3B) e a ativagdo desse receptor estimula o
aumento da fosforilagdo da tau, a formagdo de emaranhados neurofibrilares e
implicam na disfuncdo neuronal e sinaptica, resultando na DA como patologia
(PONCE-LOPEZ et al., 2017).

A neuroinflamacédo é uma caracteristica patologica da DA e precede a formacgéo
de placas e emaranhados de proteinas A durante a progressao da DA (Kamat et al.,
2012). Existe uma pequena associa¢ao de neuroinflamagcdo com a patogénese da DA
e envolve a ativacéo de células gliais pela STZ (RAI et al., 2014). A administracdo de

STZ leva a um aumento dos mediadores neuroinflamatdérios e o estresse oxidativo, os
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quais contribuem para os processos neurodegenerativos (MISHRA et al.,, 2018;
WANG et al., 2019).

O tratamento com as formulacdes pela via intranasal, farmaco livre pela via oral
e os veiculos, pela via oral e intranasal, demonstram que tais tratamentos nédo alteram
o desempenho motor dos animais, o qual € representado pelo nimero de cruzamentos
(crossings) e o0 numero de posturas de exploracdo (rearings) (p< 0,05) quando
avaliados no modelo de deambulacéo, o teste do CA (Figura 43). Dessa forma, o RES
nao teve capacidade, na concentracéo testada de 5 mg/kg, para alterar atividade
exploratdria dos animais e que esta envolvida com atividade depressora do SNC ou
miorrelaxante periférica, como também ndo apresenta propriedades sedativas ou
sobre a ansiedade (medo) relacionados com a atividade ansiolitica/ansiogénica
(ARCHER, 1973).
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Figura 43. Efeito da administracdo das formula¢cbes brancas e contendo RES pela via
intranasal, veiculo e RES pela via oral (5 mg/kg) sobre os parametros: nimero de cruzamentos
(coluna branca) e numero de postura de exploracao (coluna preta). Cada coluna representa
a média e as barras verticais indicam o desvio padrdao (DP). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) com teste Dunss e apresentaram p < 0.05. SH: sham (n=8);
NA: naive (n=6); V: veiculo (n=11); RES: resveratrol (n=9); F1B: formulacdo branca contendo
PC (n=11); F2B: formulagdo branca contendo 020 (n=11); F1R: formulacdo com RES
contendo PC (n=11); F2R: formula¢do com RES contendo 020 (n=11); DPZ: donepezila (n=9);
STZ: streptozotocina.

2007
1 Cruzamentos M Exploracéo

150

100

Nameros
——
-
I
——
-
——

50

2 <> < 42
Q'L <> <V QQ

p.o (5 mg/kg) in. (5 mg/kg) p.o. (2 mg/kg)

STZ (2,5 mg/ml), i.c.v

A Figura 44 apresenta a capacidade dos animais na preferéncia da exploracao
de um objeto novo. O grupo veiculo ndo apresenta preferéncia pelo objeto novo e a
exploracgéo entre os dois objetos mostra-se em 50%. Por outro lado o tratamento pela
via intranasal e oral apresentam uma preferéncia maior de exploracdo, com valores
entre 100 e 150 segundos, muito similares aos animais tratados com a DPZ e os
grupos sham e naive. Nota-se também que a preferéncia pelo objeto A, que fora
explorado no treino, tende a diminuir nos grupos tratados pela via intranasal e DPZ
guando comparados ao veiculo e ao RES administrado pela via oral, e aumentando
pela predilecdo pelo objeto novo nesses grupos. A média tempo de exploracdo no
objeto B foi significativamente diferente para os grupos tratados pela via oral p < 0,01

e intranasal com o RES (p < 0,001) quando comparado com o grupo veiculo. A média
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do nimero de exploracdo entre os objetos em cada grupo nao diferiu para o grupo

veiculo e para as formulacdes brancas (p > 0,05).

Figura 44. Efeito da administracdo das formulagbes brancas e contendo RES pela via
intranasal, veiculo e RES pela via oral (5 mg/kg) sobre o tempo de exploracdo do objeto A
(coluna branca) e objeto B (coluna preta). Cada coluna representa a média e as barras
verticais indicam o desvio padrdo (DP). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) com teste de Dunss e apresentaram p < 0,05(*) e p < 0.001(***) para a média do
tempo de exploracdo comparada com objeto B do grupo veiculo. Valores de p < 0,05(#) e p <
0.01(##) para a diferenca da média de exploracdo de A e B em cada grupo de tratamento
(teste de Mann-Whitney). SH: sham (n=8); NA: naive (n=6); V: veiculo (n=11); RES: resveratrol
(n=9); F1B: formulacéo branca contendo PC (n=11); F2B: formula¢éo branca contendo O20
(n=11); F1R: formulagéo com RES contendo PC (n=11); F2R: formula¢cdo com RES contendo
020 (n=11); DPZ: donepezila (n=9); STZ: streptozotocina.
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Na Figura 45 mostram-se os valores de indice de reconhecimento de objeto que
esté relacionado por uma preferéncia inata pelo novo objeto, se o animal reconhece o
objeto familiar, ele ter& uma tendéncia para a exploracdo de um novo objeto(AU-
LUEPTOW, 2017). Pode-se observar que o grupo veiculo mostra uma depreciacao do
indice de reconhecimento, o que esta relacionada com a progressao da doenca e a
falta de capacidade da aprendizagem (aquisicdo, consolidacdo e recordacao)
(BEVINS e BESHEER, 2006). Ambos os tratamentos mostraram altas taxas de indice

de reconhecimento de objeto. O tratamento com RES para a via oral se mostrou eficaz
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(p<0,05), mas quando os grupos pela intranasal e DPZ sdo comparados com o
veiculo, a média destes mostraram uma significancia superior (p < 0.001). Desse
modo, diferentes regides cerebrais no processo de reconhecimento parecem estar
envolvidas no processo de aprendizagem (ANTUNES e BIALA, 2012).

Figura 45. Efeito da administracdo das formula¢cBes brancas e contendo RES pela via
intranasal, veiculo e RES pela via oral (5 mg/kg) sobre o indice de reconhecimento de objeto.
Cada coluna representa a média e as barras verticais indicam o desvio padréo (DP). Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com teste de Dunns e apresentaram p <
0,05(*) e p = 0.001(***) para a média do indice de reconhecimento com grupo veiculo, p <
0.0001(####) comparado com grupo F1B e p < 0.01 ($$) comparado ao grupo F2B (teste de
Mann-Whitney). SH: sham (n=8); NA: naive (n=6); V: veiculo (n=11); RES: resveratrol (n=9);
F1B: formulagéo branca contendo PC (n=11); F2B: formulag&o branca contendo 020 (n=11);
F1R: formulagdo com RES contendo PC (n=11); F2R: formulagdo com RES contendo 020
(n=11); DPZ: donepezila (n=9); STZ: streptozotocina.
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Os resultados referentes aos efeitos dos tratamentos e da DZP em animais com
DA induzida por STZ estao representados na Figura 46. Avaliando o desempenho dos
animais nas sessoes de treino e de teste, os resultados apresentados demonstram
gue o tratamento com STZ promove déficit cognitivo nos animais, uma vez que o grupo
controle ndo aprende a tarefa da esquiva inibitéria. Por outro lado, mensurando os
resultados obtidos das sessodes de teste, verifica-se que o tratamento dos animais com
as formulagdes com RES e a DPZ revertem de forma estatisticamente significante o

déficit cognitivo (p < 0.001) induzido em tanto pela via intransal quanto pela via oral.
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Figura 46. Efeito da administracdo das formula¢cBes brancas e contendo RES pela via
intranasal, veiculo e RES pela via oral (5 mg/kg) sobre a laténcia do tempo de descida na EI.
Colunas brancas representam as sessoes de treino e as colunas pretas representam sessoes
de teste. Em cada coluna os dados sé@o expressos como medianas seguidas dos intervalos
interquartis (25-75). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com teste
de Dunns e apresentaram p < 0,01(##) e p < 0,001(###) para a média do indice de descida
com grupo veiculo, n.s comparado entre grupo treino e teste do mesmo tratamento (teste de
Mann-Whitney). SH: sham (n=8); NA: naive (n=6); V: veiculo (n=11); RES: resveratrol (n=9);
F1B: formulacdo branca contendo PC (n=11); F2B: formulacdo branca contendo 020 (n=11);
F1R: formulacdo com RES contendo PC (n=11); F2R: formulacdo com RES contendo 020
(n=11); DPZ: donepezila (n=9); STZ: streptozotocina.
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Os resultados indicam que o efeito da administracdo intranasal tende a ser
superior ao efeito pela via oral na mesma dose (p < 0,01). Por outro lado, doses
menores de 5 mg/kg nao foram testadas; porém, doses menores podem ser menos
ativas pela via oral, contudo podem exibir poténcia superior pela via nasal. Isto €, a
via nasal pode exibir uma capacidade no direcionamento para o cérebro e uma forma
de avaliar em trabalhos futuros seria 0 estudo com doses menores por ambas as vias.

A inducdo do DA por STZ apresenta aumento da expressao de proteinas e
neurofilamentos da proteina B-amiloide, aumento da fosforilacdo da proteina Tau e
diminuicdo dos niveis de expressdo da sinapsina quando comparados aos animais
nao induzidos (RAVELLI et al., 2017). Baseado no processo fisiopatolégico da DA,
postula-se o provavel mecanismo de atuacdo do RES. Essa molécula demonstrou

capacidade de despolimerizacdo dos peptideos B-amiléide (AB) por meio de um
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mecanismo envolvendo proteossomas (MARAMBAUD et al., 2005), mas nao atuando
sobre enzimas B e y-secretases que clivam a APP em mondémeros de a8 (RIVIERE et
al., 2007). Além disso, o RES ativa a transtirretina, uma proteina que sequestra a
proteina B-amildide e previne a agregacao de proteinas no cérebro (BASTIANETTO
et al., 2007). O potencial neuroprotetor tem sido postulado pela ativacdo da proteina
qguinase C reativa (HAN et al., 2004) - pode estimular a a-secretase e resultar em uma
reducao na producao de AB (YANG et al., 2007), aumentando os niveis de glutationa
intracelular(SAVASKAN et al., 2003), diminuindo os niveis de malondialdeido,
suprimindo a atividade da acetilcolinesterase e aumentando a relacdo de proteinas
Bax / BcL-X (L) envolvidas na apoptose dos neurdnios (JANG e SURH, 2003; LUO e
HUANG, 2006).

Na DA, a neurodegeneracao induzida pelos peptideos B-amildides depende da
participacdo das células da glia. A inibicdo da sinalizacédo do fator nuclear kappa-beta
(NF-kB) na microglia indica um papel para a sinalizacdo microglial do NF-kB na
mediacao da toxicidade da AB. Estes achados mostram que o RES ativa a sirtuina
(SIRT1) e reduz a sinalizagdo de NF-kB estimulada por AB, o que leva um efeito
neuprotetor (CHEN et al., 2005). Devido a supressdo de NF-kB, a formacéo de 6xido
nitrico sintase, ciclooxigenase-2 (COX-2) e catepsina, bem como mediadores de 6xido
nitrico e prostaglandina E2 envolvidos na neuroinflamacéo também sado reduzidos
(KIM et al., 2006).

Alguns estudos mostraram o potencial de RES contra taupatia relacionada a
DA, exibindo reducéo dos niveis de proteina tau em ratos (AL-BISHRI et al., 2017) e
inibicdo da hiperfosforilacdo e agregacao de tau no cérebro (PASINETTI et al., 2015;
HE et al., 2016). Outro estudo concluiu que a capacidade do RES para proteger contra
a hiperfosforilagdo da tau e estimular a desfosforilagdo da proteina tau esta
relacionada com a inibicdo da proteina GSK-33 e CaMKIl e com a inibicéo da proteina
fosfatase 2 (PP2A) (WANG, R. et al., 2017).

Todo esse volume de dados corrobora com a atividade biologica exibida pelo
RES e suportam os resultados obtidos neste estudo. Adicionalmente, ambas as vias
utilizadas aqui, a via oral e intranasal, obtiveram respostas biolégicas com
significancia. Em estudos farmacoldgicos, é comumente utilizado tensoativos ou
solventes organicos, como PS ou DMSO, para solubilizar compostos para serem mais

faceis administrados.
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Nas administracdes orais realizadas nos animais, solubilizou-se 0 RES em uma
solucéo de PS & 0,5%. E notavel o uso de micelas como uma estratégia para aumentar
a solubilidade de farmacos e consequentemente a sua biodisponibilidade. O uso de
RES em micelas foi proposto e investigado frente a absorgéo e biodisponibililidade em
humanos. O estudo farmacocinético mostrou que a area sob a curva (AUC) de
concentracdo plasmatica do trans-RES foi 5,0 vezes e 10,6 vezes mais altas,
respectivamente, apos a micelizagdo em relagcdo ao farmaco livre (CALVO-CASTRO
et al., 2018).

Também, o RES é classificado pela SCB como classe Il, ou seja, possui baixa
solubilidade e alta permeabilidade. Logo, a etapa limitante do processo de absorcéo
€ a sua baixa solubilidade. Na forma de micelas, o RES esté na sua forma soluvel,
circundado pelas caudas da cadeia polar do anfifilico, e sendo prontamente
biodisponivel. Esses achados apoiam aos dados de que na forma de dispersao
molecular, 0 RES administrado pela via oral obteve resposta farmacoldgica no modelo
de Alzheimer induzido por STZ.

A administracao intranasal estd emergindo como um método confidvel para
contornar a barreira hematoencefélica (BHE) e administrar uma ampla gama de
agentes farmacéuticos ativos, incluindo moléculas pequenas e macromoléculas,
fatores de crescimento, vetores virais e até mesmo células-tronco para o cérebro
(MITTAL et al.,, 2014). Esta via envolve os sistemas nervosos olfativos ou nervo
trigémeo que iniciam no cérebro e terminam na cavidade nasal no neuroepitélio
olfatério ou no epitélio respiratério. Eles sao as Unicas porcdes expostas externamente
do sistema nervoso central (SNC) e, portanto, representam o método mais direto de
aporte ndo invasiva no cérebro (MITTAL et al., 2014; CROWE et al., 2018).

As formulac¢des administradas pela via intranasal também denotam de atividade
farmacolégica no modelo de DA induzido. Essa atividade pode estar relacionada com
a absorcdo direta da mucosa nasal para a corrente circulatoria, o transporte do
farmaco pela via bulbo olfativo até o cérebro ou pelos dois mecanismos. Embora neste
trabalho n&o foi realizado nenhum estudo de direcionamento ou farmacocinética
cerebral existem dados na literatura que podem fundamentar algumas hipoteses.

RAJPUT e BUTANI (2019) demonstraram que o RES em suspensao quando
administrado em ratos pela via oral apresentou uma concentragdo de 188 ng/mL no
plasma e cerca de 400 ng/mL no cérebro numa dose de 2 mg/mL, cerca de metade

da dose utilizada neste estudo. Contrariamente, os autores administraram pela via
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intranasal em um gel de gelana, que sofre geleificagcdo in situ por ions, e nele
adicionaram nanoparticulas lipidicas contendo RES e observaram que a concentracéo
foi de 167 ng/mL no plasma e cerca de 1030 ng/mL no cérebro. Ou seja, a via
intranasal mostrou uma capacidade 2,5 maior do aporte de RES no cérebro
comparada com a via oral.

Um outro estudo mostrou que apos a administracdo nasal de RES (0,2 mg) em
uma suspensao aquosa, hdo foram observadas quantidades detectaveis do farmaco
no sangue ou no LCR de ratos. Entretanto, a administragdo nasal da mesma dose de
RES suspensa em uma solucédo de cloridrato de quitosana (7,5 mg/mL ou 7,5%),
produziu quantidades detectaveis do farmaco no LCR dos ratos, em 60min apoés a
administragao nasal dessa suspensdo com um valor de 1,30 £ 0,30 pg/mL (TROTTA
et al., 2018). Os autores relataram que natureza mucoadesiva da quitosana deve
retardar a depuracdo mucociliar prolongando a retencédo da formulacdo na cavidade
nasal.

Quando uma solucdo de RES foi administrada pela via oral ou nasal na dose
de 1,29 mg/kg em ratos mostrou que os parametros farmacocinéticos foram diferentes
em funcdo da via administrada (AHIRRAO e SHROTRIYA, 2017). A administracdo
oral alcancou concentra¢cdes maximas de 133,7+4,1 e 219,8+7,7 ng/mL no plasma e
no cérebro, respectivamente e a AUC foi de 921,7+63,5 ng/mL/h no plasma e de
1077,9+25,5 ng/mL/h no cérebro. Para a solucdo oral, os valores de concentracdes
méaximas encontrados foram de 102,2+9,8 e 286,5+7,89 ng/mL.h no cérebro e no
plasma, respectivamente. Os valores para a AUC foi de 921,7+63,5 e 1077,9+25,5
ng/mL.h para o plasma e para o cérebro, respectivamente. Nota-se que para a solucao
administrada pela via intranasal, a AUC foi superior em 1,4 vezes quando comparado
com a via oral.

Foi demostrado que nanossuspensfes de RES administrados pela via
intranasal e pela via oral mostraram um DTE de 458.2% e um DTP de 78,18% (HAO
et al., 2016). Como sugerido por WANG et al. (2003), valores de DTE > 1 poderiam
confirmar o caminho direto do nariz para o cérebro. Os valores de DTP demonstraram
gue aproximadamente 78% das moléculas do farmaco foram absorvidas no cérebro
diretamente da cavidade nasal, possivelmente através da via nariz-cérebro, e apenas
parcialmente transportadas para o cérebro através do BBB da circulacdo sistémica.

Por outro lado, mesmo que absorvido pela mucosa nasal ou pelo TGl o RES

precisa permear pela BHE para chegar ao cérebro. RES pode atravessar pela BBB
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(DE VRIES et al., 2018), além de estudos reportarem que o RES possui capacidade
de proteger a integridade da BHE em patologias e condi¢cdes de estresse no SNC
(CHANG et al., 2010; POTTER et al., 2013; CHANG et al., 2014; SHIN et al., 2015;
ZHAO et al., 2015). Sabe-se que na DA e em outras doencas neurodegenerativas,
existe a ruptura da BHE e esta foi evidenciada por estudos de MRI e em tecidos post-
mortem de pacientes (LIPSMAN et al., 2018; SWEENEY et al., 2018). Alguns autores
sugerem que a disfuncdo da BHE desencadeard neuroinflamacdo e estresse
oxidativo, entdo aumentara a atividade de [-secretase e y-secretase e, finalmente,
promovera a geracao de AR (WAN et al., 2014; CAl et al., 2018).

Um ensaio clinico de fase 2 foi realizado em 119 pacientes com DA leve a
moderada. Os pacientes tomaram uma dose de 500 mg de RES ou placebo por dia
durante 52 semanas e a dose foi aumentada em 500 mg a cada 13 semanas. Os
resultados mostaram uma diminuicdo do volume ventricular e aumento do volume
cerebral em comparagao ao placebo, diminuicao dos niveis de AB40 no plasma € no
LCR, e este estudo concluiu que RES cruzou a barreira hematoencefalica (BHE) e
afetou o SNC (TURNER et al., 2015).

Um estudo relatou que o diabetes induzido por STZ em ratos alterou a estrutura
molecular das juncdes celulares da BHE e diminuiram a expressdo da ocludina
(CHEHADE et al., 2002) e afetam diversas areas cerebrais, incluindo o mesencéfalo,
ganglios basais, cortex e hipocampo (HUBER et al., 2006). Desta maneira, mesmo
que a BHE nao esteja integra no quadro patologico da DA, o RES é capaz de
atravessar esta e exercer suas atividades especificas no SNC e nos alvos moleculares
da DA.

Estes estudos supracitados acima corroboram com nossos dados biolégicos,
ja que as formulacdes desenvolvidas aqui sofrem geleificagcéo in situ, aumentando sua
viscosidade e consequentemente podem retardar a depuracdo mucociliar e
permanecer mais tempo na cavidade nasal. Portanto, os sistemas nasais formadores
de gel in situ apresentam uma promessa consideravel no fornecimento de terapéutica
e rapido inicio de acao (KARAVASILI e FATOUROS, 2016).
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6 CONCLUSAO

A construcdo de diagramas de fases permitiu verificar que é possivel modular
o comportamento de fases de sistemas compostos pelos anfifilicos de acordo com os
requisitos exigidos pela via de administracdo. A associacao dos anfifilcos com e acido
oleico permite projetar sistemas com diferentes propriedades reologicas e mecanicas,
gue podem ser exploradas para a via nasal.

O desenvolvimento de um método analitico para o RES permitiu conduzir
estudos de solubilidade e permitem futuramente que os estudos de estabilidade
possam ser conduzidos, além dos ensaios de liberagcdo e permeacdo in vitro. Foi
possivel incorporar o RES na concentracdo de 5 mg/g de formulacéo. Os sistemas
mostraram propriedades mecéanicas quando diluidos, semelhantes ao hidrogel de
HEC a 2,5%, como controle. Quando diluidos em FNS, os sistemas mostraram
propriedades mucoadesivas. SAXS mostrou a capacidade dos sistemas
microemulsionados em se auto-organizarem para um sistema liquido-cristalino de
fase lamelar e hexagonal e fase hexagonal/cubica. Analise de fluxo evidenciou que os
sistemas possuem comportamento pseudoplastico e sdo potencialmente promissores
para via nasal. Estes dados corroboram com outros trabalhos do grupo sobre a
capacidade de geleificacdo in situ de formulacdes baseadas em tensoativo e mostra
uma aplicabilidade potencial para a via nasal.

As formulagbes demostraram grau moderado de citotoxidade em modelo de
difusdo em agar, embora nao foram evidenciados sangramentos nasais nos animais
tratados por 14 dias no ensaio bioldégico. Ademais, 0s estudos farmacoldgicos
mostraram um efeito sobre a cognicdo dos animais e os sistemas administrados pela
via nasal denotaram de atividade bioldgica em modelo de Alzheimer induzido por STZ
com possiveis acdo sobre o SNC. Os sistemas desenvolvidos mostraram- se
promissores devido as propriedades mucoadesivas para a aplicabilidade na via nasal,
além de seu facil escalonamento e exequibilidade, e de nao utilizar tecnologias e
excipientes onerosos, e apontaram-se como uma plataforma de liberacéo e entrega
do RES.

Perspectivas apontam que nestes sistemas podem ser incorporadas outras
moléculas bioativas que possam ter importantes atividades biol6gicas em doencas do

SNC para sua administracéo pela via intranasal.
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ANEXO A — COPIA DO PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA/UNIVALI)

UNIVALI

PARECER COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNIVALI
Protocolo: 058/18p Data:12/12/2018

Titulo: Efeito nootrépico de sistemas precursores de cristais liquidos contendo trans-resveratrol administrados
pela via intranasal em modelo de Alzheimer em camundongos

Coordenador do Projeto: Marcia Maria de Souza

Executores: Bruno da Fonseca dos Santos

Colaboradores: Camila André Cazarin, Ana Elisa Gongalves,

Objetivo geral Investigar as propriedades nootrépicas in vivo de formulagdes contendo RES sobre os déficits
cognitivos de camundongos com Alzheimer induzido.

Objetivos especificos:

l. Avaliar a agao nootropica de formulagdes.contendo RES pela administragao intranasal em modelos
induzidos de DA em camundongos,

Il. Avaliar o efeito de meméria aversiva (esquiva inibitoria), meméria espacial (reconhecimento de objetos)
e deambulagao (campo aberto) das formulagdes nesse modelo animal.

|. RESUMO:

A doenga de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa que consiste na causa mais comum de deméncia.
Essa patologia cursa comprometimento da meméria, declinio cognitivo e com sintomas neuropsiquiatricos
associados, com destaque para a ansiedade. O trasn-resveratrol (RES) é um fitoconstituinte e esse composto tem
sido estudado como.promissor-candidatos a farmacos para o tratamento da DA, apresentando importantes
propriedades de-inibi¢do da acetilcolinesterase e atividade contra a agregagao B-amiloide. O presente estudo visa
investigar a propriedade desse composto veiculado em um sistema nanoestruturado e administrado pela via nasal
sobre déficits cognitivos de camundongos fémeas Swiss (3 meses de idade, cerca de 25 a 30 g) com Alzheimer
induzido por estreptozotocina (STZ 2,5 mg/mL, i.c.v.). Apbs a indugdo, os animais foram divididos em grupos
distintos: G1 — Sham (grupo operado, mas sem indugdo da DA); G2 - STZ/Veiculo; G3 — Naive (grupo néo operado
e ndo tratado), G4 e G5 (grupo tratados com as formulagdes, RES 5m/kg i.n.). Apos, foram tratados por 15 dias e
submetidos a testes de memoria aversiva (esquiva inibitoria), memoria espacial (reconhecimento de objetos) e
deambulagéo (campo aberto). Os resultados esperados s@o a melhora significativa do déficit cognitivo induzido pela
STZ com o tratamento usando as formulagdes, tanto no teste da esquiva inibitéria quanto no teste de reconhecimento
de objetos. Em conjunto, os resultados obtidos irdo sugerir que o composto em estudo apresenta potencial para a
terapéutica da DA no que tange a melhora dos sintomas de comprometimento da meméria e ansiedade.

Il. ANALISE:

o Data de inicio e término: ADEQUADO. Dez/2018 a Fev/2019

¢ Qualificagdo da equipe e treinamento: ADEQUADO.

o Justificativa do projeto: ADEQUADO.

o _Detalhamento dos procedimentos experimentais: ADEQUADO.

e Condigoes de manutengdo: ADEQUADO.

o Numero de animais solicitados e planejamento estatistico: INADEQUADO - Verificar parecer.
o Espécie, linhagem e sexo: ADEQUADO. Camundongo, Swiss, Fémea.
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UNIVALI
lll. PARECER: Ad referendum

e Item 9: Recomendamos citar ou indicar 1 ou 2 referéncias bibliograficas para justificar o “n” amostral de 15
exemplares (Planejamento).

e Item 9.1, tabela 4. Verificar o detalhamento na tabela de numero de animais do experimento 4, (cita 90
exemplares), mas a soma é 100 na tabela, sendo 2 grupos Naive.

De acordo com todos os itens acima descritos, o projeto fica pendente — Ad referendum, para que todos os pontos
abordados sejam respondidos pelos autores do projeto.

IV. REANALISE: Aprovado
Todos os itens listados acima foram devidamente corrigidos.

V. PARECER FINAL: Aprovado

David Til
Coordenador CEUA/UNIVALI
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