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RESUMO

A nanotecnologia farmacéutica é uma relevante ferramenta tecnologica para o0
desenvolvimento de novos sistemas para a veiculacdo de farmacos, pois devido as suas
dimensGes reduzidas sdo capazes de circular por capilares que irrigam os tecidos, escapar da
fagocitose por células do sistema imunolégico e permear passivamente células e epitélios.
Além disso, esses sistemas possibilitam a encapsulacdo de farmacos de baixa estabilidade,
protegendo-os contra degradacdo prematura e/ou permitindo a modulacdo de suas
propriedades fisico-quimicas, bem como a interacdo biologica na biointerface. O metotrexato
(MTX) é um dos farmacos mais utilizados no tratamento de tumores sélidos e doencas
inflamatdrias intestinais, no entanto, por ser altamente citotoxico e ndo seletivo promove
diversos efeitos colaterais. Sua eficacia terapéutica é comprometida devido a resisténcia
adquirida pelas células tumorais e por sua baixa permeabilidade intestinal, principalmente por
meio do mecanismo de efluxo da forma livre. Nesse trabalho, nanoparticulas poliméricas
(NPs) orais compostas por quitosana (QS), é&cido hialurénico (AH) e ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (HP), polimeros que possuem propriedades como solubilidade pH
dependente, mucoadesividade e de funcionalizacdo, foram desenvolvidas como plataforma
tecnoldgica para a vetorizacdo do MTX para o c6lon, visando o tratamento local de patologias
intestinais. As analises de peso molecular e coeficiente viral demostraram a adequacdo dos
polimeros e solventes para a obtencdo das nanoestruturas pelo método de complexacédo
polieletrolitica. A avaliacdo da influéncia do pH no potencial zeta dos polimeros permitiu a
selecdo do valor 6timo (pH 5,5) para obtencdo das nanoestruturas. O diametro médio das NPs
sem farmaco, contendo ou ndo HP variou de 451,73-574,95 nm e a incorporacdao do MTX
reduziu significativamente esses valores para a faixa de 216,83-345,03 nm (p<0,05). A adicéo
do HP, bem como do MTX promoveu a reducdo do potencial zeta das NPs (p<0,05). O indice
de polidispersdo das NPs contendo ou ndo MTX variou de 0,21-0,39 a 0,26-0,33,
respectivamente, indicando a homogeneidade de tamanho. A forma esférica das particulas foi
também foi demonstrada. Os espectros de absorcdo na regido 1V indicaram a formacdo dos
complexos polieletroliticos e as analises de DRX a formacdo de estruturas cristalinas. A
eficiéncia de incorporagdo do MTX variou de 20,06% a 36,18%, sendo as NHPO,5-1 e
NHPO0,2-5 as que apresentaram as maiores porcentagens (32,21% e 36,18%, respectivamente).
Embora o MTX tenha promovido a reducdo dos valores de mucoadesao (p<0,05), a elevada
mucoadesividade (71,22% a 91,53%) de todas as NPs foi evidenciada. De acordo com as
isotermas de adsorcéo, os dados de interagdo com a mucina apresentaram correlacdo com o
modelo de Freundlich, que indica a adsor¢do reversivel em multicamadas. Em pH 6,8, a
interacdo da mucina com as NPs promoveu a reducdo do potencial zeta, 0 que pode estar
relacionado a maior capacidade de adsorcéo nesse valor de pH. A incorporagdo do MTX nas
NPs permitiu a reducéo da liberagdo em meio acido em até 40%, em relagédo ao farmaco livre,
enquanto a adicdo de HP a matriz das NPs reduziu a liberacdo em até 10%, neste pH. O
mecanismo de liberagcdo do farmaco foi avaliado por diferentes modelos matematicos. A
viabilidade nas linhagens Caco-2 e HT29-MTX para os polimeros e NPs (0,01 - 1 pg.mL™)
foi demonstrada. Para as NPs contendo MTX, nas concentrages de 10 pg.mL™ e 100 pg.mL"
! a viabilidade na linhagem Caco-2 apds 24 h de incubacéo foi de aproximadamente 50%.
Nos estudos de permeabilidade in vitro, as NPs sem adicdo de HP permearam
aproximadamente 3 vezes mais as monocamadas de Caco-2 e de co-cultura tripla de células,
em comparagao as amostras contendo HP e ao farmaco livre. A maior associagdo celular para
o farmaco incorporado as NPs, em comparacdo ao MTX livre, demonstrou a capacidade do
sistema em modular a interacao bioldgica.

Palavras-chave: Nanoparticulas poliméricas. Quitosana. Complexacdo polieletrolitica.
Mucoadesdo. Permeabilidade. Células Caco-2. Co-cultura tripla de células.



ABSTRACT

The pharmaceutical nanotechnology is a relevant technological tool for the development of
new drug delivery systems, because of their small size they are able to circulate through
capillaries that irrigate tissues, escape from phagocytosis by the immune system cells and
passively permeate cells and epithelia. In addition, these systems enable the encapsulation of
low stability drugs, protecting them against premature degradation and/or allowing the
modulation of their physico-chemical properties, as well as the biological interaction in the
biointerface. Methotrexate (MTX) is one of the most used drug in the treatment of solid
tumors and inflammatory bowel diseases, however, because MTX highly cytotoxic and non-
selectivity promotes several side effects. Its therapeutic efficacy is compromised due to the
resistance acquired by tumor cells and it low intestinal permeability, mainly through the
efflux mechanism of the free form. In this work, oral nanoparticles composed of chitosan
(CS), hyaluronic acid (HA) and hydroxypropylmethylcellulose (HP) phthalate, polymers that
have properties such as pH-dependent solubility, mucoadhesiveness and functionalization
have been developed as a technological platform for the target of MTX to the colon, aiming
the treatment of local pathologies. Molecular weight and second viral coefficient analyzes
demonstrated the suitability of polymers and solvents to obtain nanostructures by the
polyelectrolyte complexation method. The evaluation of the pH influence on the zeta potential
of the polymers allowed to the selection of the optimum value (pH 5.5) to obtain the
nanostructures. The mean diameter of the MTX free nanoparticles, containing or not HP
ranged from 451.73-574.95 nm and the incorporation of MTX significantly reduced these
values for the range of 216.83-345.03 nm (p <0.05). The addition of HP as well as MTX
promoted reduction of zeta potential of nanoparticles (p <0.05). The polydispersity index of
the nanoparticles containing or not MTX ranged from 0.21-0.39 to 0.26-0.33, respectively,
indicating homogeneity of size. The spherical shape of the particles has been demonstrated.
The absorption spectra in the IV region indicated the formation of the polyelectrolyte
complexes and the DRX analyzes, the formation of crystalline structures. The efficiency of
drug incorporation ranged from 20.06% to 36.18%, with the NHP0.5-1 and NHPO0.2-5
samples having the highest percentages (32.21% and 36.18%, respectively). Although MTX
promoted the reduction of mucoadhesion values (p<0.05), the high mucoadhesiveness
(71.22% to 91.53%) of all nanoparticles was evidenced. According to the adsorption
isotherms, the interaction data with the mucin presented a correlation with the Freundlich
model, which indicates the reversible adsorption in multilayers. At pH 6.8, the interaction of
mucin with the nanoparticles promoted the reduction of the zeta potential, which may be
related to the higher adsorption capacity at this pH value. The incorporation of MTX in the
nanoparticles allowed to the reduction of MTX release in acidic media by up to 40% in
relation to the free drug and the addition of HP to the nanoparticle matrix reduced the release
by up to 10% at pH 1.2. The mechanism of drug release was evaluated by different
mathematical models. The viability of Caco-2 and HT29-MTX lines for polymers and NPs
(0.01-1 pg.mL-1) was demonstrated. For nanoparticles containing MTX, at concentrations of
10 pg.mL™ and 100 pg.mL™, the viability of Caco-2 after 24 h incubation was approximately
50%. In the in vitro permeability studies, samples without HP permeated approximately 3-
fold more monolayers of Caco-2 and triple co-culture compared to samples containing HP and
the free drug. The higher cellular association for the drug incorporated into the nanoparticles,
compared to free MTX, demonstrated the ability of the system to modulate the biological
interaction.

Keywords: Polymeric nanoparticles. Chitosan. Polyelectrolyte complexation. Mucoadhesion.
Permeability. Caco-2 cells. Triple co-culture cells model.
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LISTA DAS PRINCIPAIS ABREVIATURAS E SIGLAS
TGI: Trato gastrointestinal
AH: Acido hialurénico
QS: Quitosana
HP: Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
MTX: Metotrexato
NPs: Nanoparticulas polimericas
CPEs: Complexos polieletroliticos
P-gp: Glicoproteina P
MDR: Resisténcia a multiplas drogas
DRX: Difracdo de Raios X
IV: Infravermelho
JP: Juncdes paracelulares
MEC: Matriz extracelular
DII: Doencas inflamatdrias intestinais
DC: Doenca de Crohn
CU: Colite ulcerativa
5-ASA: Acido 5-aminosalicilico
MAT: Microambiente tumoral
A,: Segundo coeficiente virial
Mw: Massa molecular
PDI: indice de polidispersio
E1%: Porcentagem de eficiéncia de incorporacao
tR: Tempo de retencédo
N: Numero de pratos tedricos
FC: Fator de cauda
LQ: Limite de quantificacdo
LD: Limite de deteccédo
DPR%: Desvio padrado relativo em porcentagem
Fméax: For¢ca méxima de mucoadeséao
Tmuc: Trabalho de mucoadesao
NAHO0,5-0: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,5, sem MTX
NHPO0,5-0: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,5:0,5, sem MTX
NAHO0,2-0: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,2, sem MTX



NHPO0,2-0: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,2:0,2, sem MTX

NAHO0,1-0: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,1, sem MTX

NHPO0,1-0: Nanoparticula de QS:AH:HP, razéo de massas 1:0,1:0,1, sem MTX

NHPO0,5-1: Nanoparticula de QS:AH:HP, razéo de massas 1:0,5:0,5, com 1% de MTX
NHPO,5-5: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,5:0,5, com 5% de MTX
NHPO,2-1: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,2:0,2, com 1% de MTX
NHPO0,2-5: Nanoparticula de QS:AH:HP, razéo de massas 1:0,2:0,2, com 5% de MTX
NHPO0,1-1: Nanoparticula de QS:AH:HP, razéo de massas 1:0,1:0,1, com 1% de MTX
NHPO,1-5: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,1:0,1, com 5% de MTX
NAHO0,1-5: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,1, com 5% de MTX

NAHO0,2-5: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,2, com 5% de MTX

NAHO0,2-0P: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,2, 4 vezes mais concentrada, sem
MTX

NAHO0,2-5P: Nanoparticula de QS:AH, razdo de massas 1:0,2, 4 vezes mais concentrada, com
5% de MTX

NHPO0,2-0P: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,2:0,2, 4 vezes mais
concentrada, sem MTX

NHPO,2-5P: Nanoparticula de QS:AH:HP, razdo de massas 1:0,2:0,2, 4 vezes mais
concentrada, com 5% de MTX
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1. INTRODUCAO

A vetorizacdo de farmacos para Orgaos, tecidos e células especificas representa um
grande desafio no desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo oral de farmacos, uma vez
que as diversas barreiras impostas pelos ambientes do trato gastrointestinal (TGI) devem ser
superadas até que o farmaco alcance com éxito o sitio alvo. Dentre os diversos segmentos do
TGI, o cblon desperta particular interesse como sitio de liberacdo e/ou acdo de farmacos, tanto
para o tratamento de patologias locais, como o cancer colorretal e as inflamagdes intestinais,
quanto sistémicas, por apresentar tempo de transito mais prolongado, reduzida atividade
proteolitica e pH proximo da neutralidade (PHILIP; PHILIP, 2010).

A nanotecnologia farmacéutica é uma relevante ferramenta tecnolégica que permite,
além da reducdo do tamanho para uma escala nanométrica, a obtencdo de materiais com
propriedades fisico-quimicas diferentes daquelas apresentadas pelos materiais de origem, ja
que a absorcdo, distribuicdo e eliminacdo do farmaco através do TGI ndo sdo condicionadas
apenas pelas propriedades intrinsecas do farmaco, mas sdo fortemente influenciados pelas
propriedades do nanocarreador (L1; HUANG, 2008).

Dessa forma, novos sistemas de liberacdo em que o farmaco é compartimentalizado
em nanoestruturas com caracteristicas e propriedades modulaveis de acordo com necessidades

terapéuticas especificas, podem ser racionalmente delineados.

As reduzidas dimensfes das nanoestruturas permitem a capacidade de circulacdo
capilar, escape do reconhecimento por células do sistema imunolégico e permeacao facilitada
através de tecidos e células (JANES et al., 2001; HAMIDI et al., 2008; LIU et al., 2008;
SANTOS et al., 2013). Além disso, as caracteristicas e propriedades dos componentes do
sistema; como carga de superficie, porosidade, cristalinidade e hidrofilia, possibilitam a
formacgdo de varias estruturas com propriedades de superficie diversas, as quais podem
modular os padrdes de interacdo bioldgica na nano-biointerface. O comportamento bioldgico
dos sistemas nanoestruturados depende diretamente de suas interacdes fisico-quimicas com as
biomoléculas e podem alterar significativamente as propriedades dessas nanoestruturas,

condicionando as propriedades farmacocinéticas do farmaco.
Nesse trabalho, nanoparticulas poliméricas foram obtidas pelo método de

complexacdo polieletrolitica, o qual apresenta importantes vantagens tecnologicas como

evitar o uso de solventes organicos e energia elevada, além de relativo baixo custo. No
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entanto, deve-se considerar que apesar das referidas vantagens, o delineamento racional de
nanoestruturas com propriedades adequadas ao uso pretendido, utilizando essa técnica, impde
grandes dificuldades (PICONE; CUNHA, 2013; CUI; MUMPER, 2001; TIYABOONCHAI,
LIMPEANCHOB, 2007; LIU et al., 2008; CHEN et al., 2011; AL-QADIA et al., 2013;
ALMALIK et al., 2013; NAZERI et al., 2013).

Dessa forma, o desenvolvimento racional da formulacéo e a adequacéo de parametros
do processo para a obtencdo de nanoestruturas com propriedades promissoras, constituiram
uma etapa fundamental do presente estudo, em que foram selecionados os tipos de polimero,
concentragOes e parametros do método de obtencao.

Entre os polimeros selecionados, o uso do acido hialurénico (AH) destaca-se no
delineamento de nanoparticulas para vetorizacdo col6nica, principalmente por apresentar
interacdo especifica com os receptores CD44 expressos na superficie de células epiteliais do
intestino, atuando na funcionalizacdo das particulas (GEORGE, 1998; BENKE; SHAFFER,
2009; JIAO et al., 2015).

A quitosana (QS) despertou interesse por ser um polissacarideo natural, catibnico, com
importante capacidade bio e mucoadesiva, atributo que pode favorecer a retencdo do sistema
no sitio alvo por um prolongado periodo de tempo, devido as interagcBes supramoleculares
com a biointerface celular e/ou com o muco (VLLASALIU et al., 2010; RINAUDO, 2011,
WANG et al.,, 2012). No entanto, em meio &cido, 0s grupamentos amino da QS sofrem
protonacdo, o que pode resultar na liberacdo prematura do farmaco nas por¢des superiores do

TGI, limitando sua aplicacdo em sistemas de liberacao célon-especificos (RINAUDO, 2011).

Devido a essa limitagdo da QS, o ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) também
foi selecionado por ser um polimero anidnico e atdxico, com solubilidade pH dependente a
qual pode agregar propriedade gastrorresistente ao sistema de liberacdo (GHOSH et al., 2011,
PEDREIRO, 2012). Por apresentar grupamentos hidroxila, também é capaz de interagir com a
mucina presente no muco, contribuindo para a mucoadesdo (KIM, I. H. et al., 2003;
MAKHLOF et al., 2011).

O MTX é um antineoplésico classico, anti-inflamatorio e imunorregulador,
convencionalmente utilizado no tratamento de tumores solidos e doencas inflamatorias, mas a
falta de especificidade e baixa internalizagdo celular limitam sua aplicacdo na terapéutica,
particularmente, por via oral (JAIN et al., 1979; HIGANO; LIVINGSTON, 1989; KIM, D. Y.
etal., 2003; MARTINS; YAMAMOTO, 2008; SAGGAR et al., 2013).
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A veiculagcdo do MTX em nanoestruturas racionalmente delineadas é uma estratégia
promissora para se alcancar a modulagdo das propriedades de liberacdo do farmaco e dos
padrdes de interacdo bioldgica, permitindo dessa forma, a vetorizacdo do MTX para o tecido

alvo e maximizando sua interagéo celular.

Nesse trabalho, a associacdo dos polimeros QS, AH e HP foi explorada como
estratégia racional para o desenvolvimento de nanocarreadores orais destinados a liberacao
colon-especifica de farmacos. A selecdo dos polimeros componentes da formulacdo foi
fundamentada no potencial desses materiais conferirem ao sistema propriedades
mucoadesivas, potencial de interacdo com receptores superexpressos na superficie das células
intestinais e tumorais, bem como comportamento pH-responsivo. Tais atributos foram
considerados criticos para alcancar a vetorizacdo, o controle das taxas de liberacdo e o
aumento da interacdo com as células, promovendo, consequentemente, 0 aumento da eficacia

terapéutica e reducéo dos efeitos colaterais no tratamento local de doencas intestinais.

Fernanda I Boni
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

As formas farmacéuticas solidas de liberacdo convencional, apos serem administradas,
liberam o farmaco no sitio de acdo/absorcdo de forma relativamente rapida, dependendo
principalmente das caracteristicas de solubilidade e permeabilidade do farmaco (PEZZINI et
al., 2007).

Em contrapartida, os sistemas de liberacdo modificada sdo delineados buscando-se
alcancar o controle temporal e/ou espacial da liberacdo do farmaco, podendo reduzir,
consequentemente, as variacdes dos niveis plasmaticos e a frequéncia de administragdo,
melhorando a eficécia terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais, além de contribuir para a
adesdo do paciente ao tratamento (DHAWAN et al., 2004; PINTO, 2010).

Dentre os varios tipos de sistemas de liberacdo, os destinados a via oral de
administragdo, sdo de particular interesse, devido as vantagens inerentes a esse via, como a
facil adesdo e administracdo por parte do paciente, flexibilidade de dose, seguranca e a
possibilidade de explorar a capacidade absortiva do TGl (FASANO, 1998; KHAFAGY et al.,
2007; PINTO, 2010; ISHA et al., 2012).

Neste contexto, o avango do conhecimento, bem como a descoberta de novos materiais
e tecnologias tem permitido novas possibilidades para o desenvolvimento de nanoestruturas
com ampla gama de propriedades fisico-quimicas, as quais podem ser moduladas de acordo

com o uso pretendido.

2.1. Nanotecnologia farmacéutica

A nanotecnologia farmacéutica representa a area que associa nanotecnologia com as
ciéncias farmacéuticas, com o objetivo principal de aumentar a eficacia e seguranca de
farmacos convencionalmente utilizados na terapia, ou de novos farmacos sintéticos, a partir
do delineamento racional de estruturas em dimensdes nanométricas (SINHA et al.; SANTOS
etal., 2013).

Empregando-se a nanotecnologia é possivel compartimentalizar e modificar as
propriedades dos farmacos e sua interacdo com o meio bioldgico, sem alterar a estrutura da
molécula ativa, através da modulacdo da composicéo e caracteristicas do sistema para agregar
propriedades inerentes aos materiais e responsividade frente a estimulos especificos
(OLIVEIRA et al., 2010).
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Embora convencionalmente consideram-se os sistemas com dimensfes na faixa de 1-
100 nm como nanoestruturas, de acordo com a aplicacdo e efeito bioldgico, o tamanho dos
sistemas nanoestruturados pode variar de 1-1000 nm.

O comportamento biolégico dos sistemas nanotecnoldgicos, 0s quais apresentam
elevada energia superficial livre, depende fundamentalmente de suas interacfes fisicas e
quimicas com as biomoléculas presentes no organismo e, portanto, o tamanho e as
propriedades de superficie destes sistemas frente a exposicdo ao ambiente fisiologico devem
ser considerados (PARK; HAMAD-SCHIFFERLI, 2010).

Essas questdes de nano biointerface, que compreendem as interagdes entre as
superficies dos nanomateriais e as superficies de componentes biologicos, podem influenciar
fortemente processos, como o de internalizacdo celular. Os eventos de adsorcdo e absorcdo
requerem interacdes especificas e ndo especificas, para superar as forgas repulsivas existentes,
a capacidade dos sistemas de interagir ativamente com os componentes da membrana celular
regulando fungdes e mecanismos de defesa, resultando no maior grau de internalizagdo e
permeacao, é uma das vantagens da nanotecnologia (NEL et al., 2009).

Caracteristicas como tamanho, carga de superficie, rugosidade e morfologia do
sistema, associadas as forgas envolvidas na nano biointerface, podem ainda modular
comportamentos como o de biocompatibilidade e biodistribui¢cdo (NEL et al., 2009).

Diversos sistemas nanoestruturados podem ser desenvolvidos, apresentando
caracteristicas especificas, conforme descrito na Tabela 1.

Dentre esses tipos de sistemas, as nanoparticulas poliméricas vem despertando
particular interesse na nanotecnologia farmacéutica, por serem sistemas versateis para a
incorporacdo de diversos farmacos e, por poderem ser obtidas por meio de diferentes técnicas,
de acordo com o material escolhido (KUMARI et al., 2010).

Devido a potencial utilizagdo no digndstico e tratamento de patologias crénico
degenerativas, como o cancer, esse tipo de sistema é foco de diversos estudos atualmente
(SOPPIMATH et al., 2001; BRIGGER et al., 2002; ANDREANI et al., 2014; BARBI et al.,
2015; PEDREIRO et al., 2016; KIILLL et al., 2017).
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Tabela 1. Descricdo dos principais tipos de sistemas nanoestruturados aplicados as ciéncias
farmacéuticas.

Representacdo  Referénci

Tipo de sistema Principal caracteristica Diametros o
esquematica as

Vesiculas esféricas formadas por uma ou

mais bicamadas lipidicas, capazes de

.
- .~

encapsular farmacos de caracteristica
. . - . L ¢ 3 Batista et al.,
Lipossomas hidrofilica ou hidrofébica em seus 30-1000 nm H i ( 2007)
. '\_ ._:
compartimentos aquosos ou membrana 7

lipidica, respectivamente.

Agregados de moléculas de surfactantes ou

macromoléculas anfifilicas que se formam

- . oAt
espontaneamente em condlgoes espeuﬁcas o~ '-..

i 5 50 mui Torchilin,
Micelas de concentracdo e temperatura. Sd0 muito < 100 nm { 3 ( ;)CO?')'"

%
utilizadas com o objetivo de aumentar a N
solubilidade de farmacos.

Estruturas de macromoléculas, complexas
e muito organizadas, com estrutura

tridimensional  regular e altamente g Fischer e
Dendrimeros o ) ) 10-20 nm ; (
ramificada, nas quais pode-se incorporar Vogtle, 1999)

farmacos ou outras moléculas ativas.

S8o formadas por duas fases liquidas .

O O |
- (Shafig et al.,
)
O 2007

imisciveis, sendo uma das fases dispersa

Nanoemulsdes como goticulas na outra e, estabilizada >100 nm W

o

com o uso de surfactantes.
o

Estruturas solidas, estaveis, formadas a

i partir de lipidios liquidos e solidos. O
Nanoparticulas . ) . . (Souto et al.,
o . farmaco pode ser incorporado a matriz ou >10 nm ;
lipidicas solidas . . 2011)
na superficie da particula.

Estruturas  sélidas, compostas  por (Andreani et

Nanoparticulas i ] Lo al., 2015;
o polimeros naturais ou sintéticos. Podem <1000 nm )
poliméricas . . o Pedreiro et

ser do tipo matricial ou reservatorio. al., 2016)
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2.1.1. Nanoparticulas poliméricas

Dentre os nanocarreadores, € crescente o interesse no estudo e desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas (NPs), visando o potencial de direcionamento e protecdo de
farmacos, bem como a capacidade de modulagéo de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
(MISRA et al., 2010; ESTANQUEIRO et al., 2015).

As NPs sdo sistemas de didmetro reduzido (< 1000 nm) e, de acordo com 0 processo
de obtencdo, composicdo e organizacdo estrutural, as NPs podem ser classificadas como
nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas sdo sistemas reservatorios, constituidos de um
ou mais ndcleos internos, revestidos por uma membrana controladora das taxas de liberag&o.
Jé as nanoesferas sdo sistemas do tipo matricial, constituidas por uma matriz polimérica, na
qual o farmaco encontra-se disperso ou dissolvido no seu interior ou superficie (Figura 1)
(PINTO REIS et al., 2006; LIU et al., 2008).

Figura 1. Estrutura dos diferentes tipos de nanoparticulas.

Sistema Reservatorio Sistema Matricial

Nanocapsulas Nanoesferas

Farmaco no interior  Farmaco na superficie
da matriz da matriz

B Farmaco
Polimero

Fonte: Adaptado de Silva e colaboradores (2003).

Diversas tecnicas podem ser empregadas para a obtencdo das NPs, dentre elas,
emulsificagdo/microemulsificacdo seguida da extracdo do solvente por evaporacdo, no qual a
natureza do farmaco encapsulado depende do tipo inicial de emulsdo e, usualmente utiliza-se
solventes organicos, como metanol e acetato de etila. A geleificacdo ionotropica também é
uma técnica muito empregada, na qual realiza-se o gotejamento ou nebulizacdo dos polimeros
carregados positivamente ou negativamente, contendo ou ndo farmaco, em solugdes de ions
de cargas opostas, formando uma rede tridimensional, pela reticulacdo i6nica das cadeias
poliméricas. Outras técnicas também podem ser empregadas na obtencdo tanto de nanoesferas

qguanto nanocapsulas, variando o tipo de material e/ou as condigdes experimentais, como a
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polimerizag&o interfacial, spray-drying e coacervacao simples ou complexa. No entanto, estas
técnicas além de utilizarem solventes com grau consideravel de toxicidade, necessitam de
elevada energia; que pode causar a degradacdo do farmaco incorporado e o alto custo do
processo (CUI; MUMPER, 2001; TIYABOONCHAI; LIMPEANCHOB, 2007; LIU et al.,
2008; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009; KUMARI et al., 2010; CHEN et al., 2011).

Como alternativa aos métodos citados, a complexacdo polieletrolitica apresenta
vantagens tecnoldgicas como as condicBGes reacionais amenas, ja que dispensa 0 uso de
solventes organicos e elevadas temperaturas, relativo baixo custo e a possibilidade de
utilizacdo de solventes aquosos e biopolimeros para a sintese de particulas (BERGER et al.,
2004; SCHATZ et al., 2004).

Os complexos polieletroliticos (CPEs) formados empregando esse método podem
originar diferentes estruturas, entre elas particulas eletronicamente carregadas, estaveis, em
escala nanométrica, as quais vém sendo exploradas como sistemas de liberagdo para
diferentes farmacos (MAO et al., 2006; SARMENTO; RIBEIRO; VEIGA, et al., 2007
SADEGHI et al., 2008; BIRCH; SCHIFFMAN, 2014; MALI et al., 2015).

A formagdo de CPEs nanométricos, de estrutura esférica, envolve trés etapas, a
primeira é a de constituicdo dos complexos principais, governada primordialmente pela
atracdo eletrostéatica, de forma difusa e aleatoria, entre os polieletrolitos de cargas opostas. Em
seguida, ocorre a etapa de nucleacdo, na qual se formam ligacGes hidrofébicas, de hidrogénio
e de Van der Waals entre as cadeias que compde o complexo principal, nesta etapa as cadeias
poliméricas tendem a sofrer uma adaptacdo conformacional. A terceira e Gltima etapa envolve
a agregacdo dos complexos secundarios ao redor do nucleo e, consequentemente, o
crescimento do diametro das particulas, formando uma rede de elevada hidrofilia
(LANKALAPALLI; KOLAPALLLI, 2009).

Diversos parametros podem influenciar a formacéo das particulas, destacando-se o
tipo de polieletrdlito, sua massa molecular, densidade de carga, pH do meio, for¢a ibnica,
concentragéo e razdo dos materiais os quais influenciam na forga de atracdo entre as cadeias e
na formagdo de ligagOes ionicas, de hidrogénio, hidrofobicas e forcas de Van der Waals
(MAKHLOF et al., 2011). Dessa forma, o conhecimento da complexidade das variaveis que
influenciam o processo, bem como da possibilidade de manipulacdo de cada uma delas, impde
grandes dificuldades ao desenvolvimento de NPs pelo método de complexagdo

polieletrolitica.
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A incorporagdo de farmacos em NPs pode permitir sua protecdo contra degradacao
prematura, evitar/minimizar a interagdo com elementos bioldgicos ndo especificos, modificar
0 padrdo de interacdo bioldgica do farmaco na biointerface, além da possibilidade de
aumentar o tempo de residéncia no sitio alvo; atraves da mucoadesédo, atributo que pode
contribuir para melhorar a interacdo bioldgica no sitio de agdo/liberacdo (PEER et al., 2007).

Deve-se ainda considerar que os eventos biolégicos ocorrem em sua maioria na escala
nanométrica e, os componentes celulares consistem em biopolimeros, como proteinas,
polissacarideos, acidos nucleicos e seus complexos. As células funcionam por meio de varias
interacOes especificas entre essas nanoestruturas, para guiar e mediar fungdes celulares e
eventos fisiologicos. Dessa forma a organizagdo e interacdo dos sistemas bioldgicos
assemelham-se de certa forma as das NPs e, portanto a interface criada entre esses sistemas e
0s substratos biologicos, € um diferencial, principalmente, em relacdo aos sistemas
micronizados (WANG; DONG, 2015).

O reduzido tamanho e extensa area de superficie desses sistemas facilitam a
permeacao atraves de tecidos e células e, o escape dos mecanismos de resisténcia, o conjunto
destas propriedades pode ser denominado como direcionamento passivo (passive targeting)
(SINHA et al., 2006; PEER et al., 2007; CHO et al., 2008; SANTOS et al., 2013;
ESTANQUEIRO et al., 2015).

Um conjunto de estratégias tecnoldgicas, baseadas nas caracteristicas morfologicas e
fisioldgicas do sitio alvo, podem ainda ser empregadas no desenvolvimento das NPs. Uma
das estratégias é a funcionalizacdo das NPs, com a adicdo de ligantes de elevada
especificidade aos receptores de superficie celular, como anticorpos, acidos nucléicos,
peptideos ou polissacarideos, chamado de active targeting. Entretanto, em alguns tipos
celulares, ha evidéncias de que interacGes de elevada afinidade, entre a nanoparticula e o
receptor de superficie, podem dificultar a internalizacdo do sistema (ALBANESE et al.,
2012).

Neste contexto, associado ao direcionamento ativo (active targeting), o
direcionamento passivo com a modulagdo do tamanho e densidade de carga das NPs, podem
ser aplicados para se alcangar um comportamento desejavel (JANES et al., 2001; HAMIDI et
al., 2008; LIU et al., 2008).

Dessa forma, a escolha adequada dos materiais que irdo compor as NPs € de extrema

importancia para a modulacao de suas propriedades e caracteristicas.

Fernanda I Boni



Fundamentagdo Tedrica 29

2.2. Via oral de administracdo

O desenvolvimento de nanocarreadores para administracdo oral de fArmacos como 0s
antineoplasicos e imunomoduladores, representa uma estratégia racional e inovadora
considerando essa via como preferencial, devido as vantagens de ndo ser invasiva, mais
confortavel e segura; em relacdo as vias parenterais, além de possibilitar a maior flexibilidade
de dose e posologia (FASANO, 1998; KHAFAGY et al., 2007; PINTO, 2010; ISHA et al.,
2012).

A via oral agrega ainda importante vantagem por explorar a capacidade absortiva do
TGlI, através de uma extensa area de superficie (300-400m?), com a presenca de vilosidades e
microvilosidades na superficie das células intestinais. Quando administradas pela via oral, as
NPs podem permear mais facilmente a barreira intestinal, sendo uma vantagem
principalmente para a veiculacdo de farmacos pertencentes as classes Il (elevada solubilidade
e baixa permeabilidade) e IV (baixa solubilidade e permeabilidade) do Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (PLAPIED et al., 2011).

Dentre os segmentos do TGlI, o intestino delgado apresenta a maior area disponivel
para a absorcdo, sendo assim considerado o 6rgdo principal para o direcionamento da
liberacdo de farmacos (SCHENK; MUELLER, 2008). Em contrapartida, o célon como sitio
de liberacdo ou absorcdo de farmacos, no tratamento de patologias sistémicas ou locais, pode
ser uma interessante estratégia, considerando suas caracteristicas como; tempo de transito
mais prolongado, reduzida atividade proteolitica e pH préximo da neutralidade (VARUM et
al., 2010; PREZOTTI et al., 2014).

Além disso, a regido colbnica apresenta reduzida taxa de renovacdo da camada de
muco e menor motilidade, em comparagdo com o estdmago e intestino delgado, podendo
facilitar o contato entre o0 nanocarreador e a mucosa, ideal para a eficaz interacdo e liberacao
do farmaco, principalmente aqueles de baixa permeabilidade e/ou que apresentam problemas
de estabilidade nas porg¢des superiores do TGI (PHILIP; PHILIP, 2010; VARUM et al., 2010;
BONI et al., 2016).

Contudo, deve-se considerar as diversas e importantes barreiras fisioldgicas impostas
para a vetorizagdo dos sistemas para esse local. Dentre elas, destaca-se a extensa variagao de

pH entre as diferentes regides do TGI (valores de pH menores que 1,2 até 7,4), a diferenca de
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viscosidade dos fluidos bioldgicos e presenca de microbiota e contetdo enziméatico complexos
(DATE et al., 2016).

Portanto, para o desenvolvimento racional de nanocarreadores orais para a¢do ou
absorcéo na regido coldnica, as potencias barreiras a serem superadas, apds a administracéo,
devem ser estudadas a fim de que os atributos criticos para o desempenho do sistema possam
ser estabelecidos como, por exemplo, protecdo do farmaco frente ao pH acido do estdmago e
a degradacdo enzimatica, capacidade de interacdo com membranas bioldgica e, a habilidade
ser internalizado pelas células ou de permear o tecido (VARMA et al., 2010).

Dentre esses atributos, a capacidade de interacdo com 0 muco que reveste a regido
colénica, foi o foco desse estudo, considerando as vantagens inerentes as NPs com

propriedade mucoadesiva.

2.3. Propriedade mucoadesiva

A mucoadesao pode ser definida como a interacdo entre uma macromolécula com o
muco que recobre as células epiteliais (CARVALHO et al., 2010). A propriedade
mucoadesiva agrega importantes vantagens aos sistemas de liberacdo de farmacos, por
promover um contato mais intimo com mucosa intestinal; reduzindo a barreira de difusdo e
prolongando o tempo de reten¢do no sitio de acdo/absorcdo, ambos fatores que podem
aumentar a interacdo com o meio biolégico, a permeabilidade ou biodisponibilidade dos
farmacos (SIMONOSKA CRCAREVSKA et al., 2008).

A mucosa € composta por uma barreira epitelial, pela lamina propria e pela
musculatura lisa (VARUM et al., 2008). A camada mucosa diferencia-se ao longo do TGl em
composicao, organizacao e superficie de acordo com a funcionalidade da regido que reveste.
Cada tipo celular que compde a barreira epitelial apresenta diferentes projecdes da membrana
plasmatica, resultando em vilosidades e microvilosidades diferentes em cada regido. A
organizacao celular também difere entre as regides, implicando em rugosidades desiguais ao
longo TGI (FERRUA,; SINGH, 2010; SOSNIK et al., 2014). Nas porcdes inferiores do TGlI,
que compreendem intestino delgado e grosso (célon), as células absortivas frequentemente
assumem projecdes na forma digitiforme e, evidencia-se a presencas das pregas intestinais
(MASOOQOD et al., 2006).

A mucosa € revestida externamente por uma camada de muco com as funcles

principais de protecéo e lubrificagdo. Os sistemas de liberagdo com propriedade mucoadesiva
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devem ser capazes de aderir & essa camada de muco, por meio de interacGes
supramoleculares, até serem eliminados pelo clearance, com o tempo (SOSNIK et al., 2014).

A partir desse processo de adesdo, o sistema poderd permanecer no sitio alvo
independente, por exemplo, do tempo de transito que em alguns casos, como nas doencas
inflamatorias intestinais, pode ser inadequado para a liberacdo de uma quantidade efetiva do
farmaco. Portanto o conhecimento das caracteristicas desta biointerface € extremamente

importante para o delineamento de sistemas de liberacdo com propriedades mucoadesivas.

2.3.1. Muco e mucina

O muco é uma secrec¢do visco-elastica, produzido pelas células caliciformes do epitélio
e majoritariamente constituido de &gua, sais, lipidios, enzimas, fragmentos celulares e
glicoproteinas, como a mucina (SCHACHTER; WILLIAMS, 1982; KHANVILKAR et al.,
2001), dentre as func@es ja citadas do muco, esta secrecdo também desempenha importante
papel na homeostase, regulando o equilibrio hidrico e o transporte de ions, atuando na
limpeza de detritos celulares e na imunorregulacdo (LITT, 1984; SOSNIK et al., 2014). Nas
porcdes inferiores do TGI, o muco é constantemente produzido e secretado pelas células
caliciformes, formando uma camada mais fortemente aderida a mucosa, de espessura variavel
(de 16 pm a 116 um, na regido intestinal) (Figura 2).

Em contrapartida, o muco voltado a face luminal sofre constante degradacédo
enzimatica e erosdo pelos fluidos fisioldgicos e peristaltismo, formando uma camada mais
frouxa, importante na protecdo contra patdgenos, que pode alcangar 714 um de espessura na
regido colonica (Figura 2) (ATUMA et al., 2001).

Além da espessura, a quantidade de mucina presente no muco ¢ variavel ao longo do
TGI. Na por¢édo géastrica, 0 muco contém cerca de 3% de mucina, no intestino delgado essa
porcentagem é menor; 1% devido as condi¢des mais amenas principalmente de pH, enquanto
no intestino grosso ha um aumento de mucina na composi¢do do muco, podendo chegar ao
valor de 5% (SOSNIK et al., 2014).

As mucinas podem ser divididas em duas classes, as transmembrana (MUC1, MUCA4,
MUC13 e MUC16) que compde a camada de muco firmemente aderida a mucosa e as MUC2,
MUC5 e MUCS, que constituem a camada mais externa de muco, de malha relaxada, voltada
ao limen (ENSIGN et al., 2012).

Fernanda I Boni



Fundamentagdo Tedrica 32

As mucinas séo proteinas de elevada massa molecular, que possuem uma estrutura de
oligossacarideos ligados através de ligacdes do tipo O-glicosidicas, associada a uma cadeia
polipeptidica. A porcdo proteica é constituida de repetidas sequéncias de serina, treonina e
prolina. A estrutura de oligossacarideos possui em suas cadeias laterais residuos de &cido
sulfénico e &cido siélico, que permanecem ionizados em pH fisioldgico (BAFNA et al., 2010;
JOHANSSON et al., 2013).

Figura 2. Esquema ilustrativo da espessura da camada de muco ao longo do TGI.
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Fonte: Adaptada de Atuma et al., 2001.

As moléculas de mucina, por meio de ligacbes covalentes, formam uma rede
tridimensional altamente enovelada, responsavel pela estrutura e caracteristicas reologicas do
muco (MADSEN et al., 1998; ANDREWS et al., 2009; SOSNIK et al., 2014). Essa rede de
macromoléculas além de participar da manutencdo da homeostase, promove a protecdo da
superficie celular e, funciona também, como sinalizadora frente a estimulos do microambiente
fisioldgico, conduzindo sinais de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células (BANSIL;
TURNER, 2006; JOHANSSON et al., 2013). Por essa caracteristica, a mucina vem sendo

relacionada a malignidade de diversos tipos de tumores, como o de cdlon, nos quais as células
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cancerigenas produzem elevados niveis de mucina, como forma de protecdo ao
microambiente &cido e com altas concentracbes de proteases e fatores indutores de apoptose
(BRESALIER et al., 1991).

Nas doencas inflamatorias intestinais, devido a intensa atividade das células do
sistema imunoldgico, hd uma alteracdo significativa na morfologia e composi¢do da mucosa,
com reducdo localizada no nimero e tamanho das células caliciformes (KIM; HO, 2010).
Como resultado, podem ocorrer duas situagbes distintas, a de reducdo na secrecao
principalmente de MUC2, tornando a camada de muco menos espessa e descontinua ou o
aumento na producdo de muco, pelas células da periferia, resultando em uma camada mais
espessa ao redor de &reas particularmente ulceradas, como forma de protecdo do tecido
(CORFIELD et al., 2000).

Esta variacdo da producdo e secrecdo de mucina frente as diferentes patologias deve
ser considerada e explorada como estratégia no desenvolvimento de sistemas de liberagdo,

visando a otimizagé&o terapéutica.

2.3.1.1. Teorias envolvidas no processo de mucoadesao

Os mecanismos envolvidos no processo de mucoadesdo das NPs nédo sdo totalmente
elucidados, mas acredita-se que esse processo ocorra em duas etapas, sendo a primeira, a de
contato. Ap6s a administracdo, as NPs dispersas em fluidos fisiologicos, por meio dos
movimentos peristalticos, se movimentam até se aproximarem do muco, entrando em contato
com um conjunto de forcas repulsivas e atrativas, como as eletrostaticas e forcas de Van der
Waals. As NPs devem vencer estas forcas repulsivas, estabelecendo um contato intimo com o
muco para que ocorra a segunda etapa do processo, a de consolidagdo, no qual estdo
envolvidas diversas teorias (HAGERSTROM et al., 2003; SMART, 2005; CARVALHO et
al., 2010).

Por ser um processo complexo, apenas uma teoria de forma isolada ndo é capaz de
explicar a mucoadesdo. Entre tais teorias, a eletronica descreve a presenca de cargas elétricas
opostas entre a NPs e 0 muco, em que a transferéncia de elétrons entre os substratos é
responsavel por consolidar a adesdo. Pela teoria de adsorcdo, ocorre a atracdo entre 0 muco e
a particula, normalmente de carga negativa, via ligacdes secundarias como as de hidrogénio e
/ou hidrofobicas, resultando em uma forte interacdo. De acordo com a teoria do

intumescimento, ocorre a difusdo de liquido do muco para o interior da matriz do sistema, a
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qual € responsavel por expandir a malha polimérica, facilitando a interpenetracdo nas cadeias
da mucina. Esta teoria esta relacionada com a mucoadesdo da maioria dos sistemas compostos
por polimeros hidrofilicos. Por fim, a teoria de fratura, envolve a avaliacdo da forca necessaria
para a separacdo dos substratos sem considerar as questdes de difusdo e interpenetracdo que
podem ocorrer e, a teoria mecénica que considera que o processo de adesdo ocorre devido ao
preenchimento das irregularidades em uma superficie rugosa por um liquido mucoadesivo.
Essa rugosidade aumenta a area interfacial disponivel para as interagcdes, auxiliando a
dissipacdo de energia e pode ser considerado o fenbmeno mais importante do processo, no
entanto, essas teorias sdo poucos usuais no estudo dos mecanismos relacionados a
mucoadesdo de NPs (LEHR et al., 1992; ANDREWS et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

Nas NPs, a capacidade mucoadesiva pode ser modulada de acordo com a selecdo dos
polimeros que irdo compor o sistema. A massa molecular e estrutura quimica dos polimeros
sdo caracteristicas que podem influenciar no processo de adesdo. A presenca de grupamentos
hidroxila, carboxila ou amina podem contribuir para a formacao de liga¢des de hidrogénio ou
pontes dissulfeto, no caso de presenca de grupos sulfidrilo, com a mucina presente no muco.
Polimeros hidrofilicos com grupamentos ionizaveis podem ainda interagir por forcas
eletrostaticas com o muco, carregado negativamente, dependendo do valor de pH do meio
(VARUM et al., 2008).

2.4. Polimeros

A utilizacdo de polimeros no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
demonstra ser uma vantajosa ferramenta, devido a grande variedade de estruturas desses
materiais, como presenca de grupamentos hidrofilicos e cargas de superficie, as quais
permitem sua modificacdo quimica e/ou fisica, originando novos materiais com propriedades
especificas e moduladas de acordo com o uso pretendido, como para a modificacdo ou
controle da liberagdo de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos. Diversos polimeros naturais e
sintéticos podem encontrar aplicacdo no desenvolvimento de particulas, para vetorizacdo dos
farmacos a regido colénica (CURY, 2005; FRIEND, 2005; CARBINATTO et al., 2012;
MENEGUIN et al., 2014; PREZOTTI et al., 2014).

O emprego de biopolimeros representa uma estratégia racional, visto sua ampla
disponibilidade na natureza, seguranca, estabilidade bem como biodegradabilidade

microbiana e biocompatibilidade. Estes materiais sdo facilmente degradados em cadeias de
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menor massa molecular, que apos a liberagdo do farmaco, sdo metabolizadas, eliminadas ou
absorvidas pelo organismo, evitando a toxicidade cronica e respostas imunogénicas (MAIOR
etal., 2008; AVADI et al., 2010; WANG et al., 2012; PREZOTTI et al., 2014).

Os biopolimeros podem ainda atuar desencadeando respostas biologicas atraves de
interacOes diretas ou sinérgicas com receptores celulares, citocinas ou fatores de crescimento,
potencializando e/ou atuando de forma complementar ao efeito do farmaco (WANG; DONG,
2015).

Devido a versatilidade estrutural desses materiais, sua interacdo com a interface
biologica pode mimetizar a interagcdo natural entre os complexos biomacromoleculares no
organismo. Os biopolimeros podem interagir com elementos celulares, criando ou alterando
uma nanoestrutura existente e, assim, ativando ou bloqueando importantes processos de
sinalizacdo celular. A investigacdo e o0 estudo dessas interacbes, com biomoléculas
fisiologicas, podem gerar diversas possibilidades de desenvolvimento de novos
nanocarreadores poliméricos com atividade mais especifica e efetiva (WANG; DONG, 2015).

2.4.1. Quitosana

Dentre os polimeros naturais, a quitosana (QS) vem sendo alvo de inimeros estudos
na area de desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo nanoestruturados. Rampino e co-
autores (2013) obtiveram e caracterizaram nanoparticulas de QS reticuladas com
tripolifosfato, comprovando a seguranca do sistema desenvolvido em ensaios in vivo com
membrana corioalantdica de embrido de galinha (CAM) (RAMPINO et al., 2013).

Sarmento e colaboradores (2007) desenvolveram nanoparticulas de QS e alginato
como sistemas para a administragdo oral da insulina, observando desempenho promissor no
aumento da permeabilidade intestinal do farmaco (SARMENTO; RIBEIRO; VEIGA, et al.,
2007; SARMENTO; RIBEIRO; VEIGA, et al., 2007).

A obtencdo da QS é realizada a partir da desacetilacdo parcial alcalina da quitina, um
componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos. Durante a reacdo, 0s grupamentos
acetamida (-NHCOCH3) da quitina sdo transformados em grupamentos amina. A
desacetilacdo pode ocorrer em diferentes graus, variando de 56% a 96%, dependendo da
origem da quitina e do processamento realizado (RINAUDO, 2011).

A QS é um polissacarideo linear, semicristalino e catiénico; devido a desprotonagdo

de seus grupamentos amino. Sua estrutura molecular esta apresentada na Figura 3, na qual
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observa-se as unidades de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagcOes [3-
1,4. O pKa da QS ¢ de aproximadamente 6,0, tornando-a um polimero de solubilidade pH
dependente (RINAUDO, 2011; WANG et al., 2012).

Figura 3. Estrutura molecular da QS.

Fonte: Adaptado de Borgognoni e colaboradores (2006).

A QS é atoxica, biodegradavel, biocompativel, amplamente disponivel na natureza e
sua capacidade de estabelecer interacGes eletrostaticas com os residuos de &cido sialico da
mucina, faz da QS um material com importantes propriedades mucoadesivas. O contato mais
intimo do sistema com o substrato bioldgico € uma estratégia para prolongar o tempo de
permanéncia do sistema no sitio alvo, aumentando a concentracdo local do farmaco e
facilitando a interag&o e internalizagdo celular (SIMONOSKA CRCAREVSKA et al., 2008;
CARVALHO etal., 2010; SOSNIK et al., 2014).

Outra importante propriedade da QS, que vem sendo estudada atualmente é sua
capacidade de atuar de forma sinérgica aos antitumorais, no tratamento do cancer, por meio
da ativacdo da apoptose das células tumorais, via ativacdo da caspase-3, inibindo a progressao
tumoral (DASS; CHOONG, 2008; WEI et al., 2013; YANG et al., 2014; PRABAHARAN,
2015).

Entretanto, apesar das vantagens relacionadas a utilizacdo da QS em sistemas de
liberacdo, uma das principais limitagdes para seu uso em sistemas para a administracéo oral é
sua elevada solubilidade em meio &cido, que pode resultar na liberacdo prematura do farmaco,
no meio gastrico. A complexagdo polieletrolitica da QS com polimeros aniénicos pode
permitir a formagéo de nanocarreadores com organizacéo estrutural e propriedades que podem
ser moduladas e, particularmente sua associacdo com polimeros gastrorresistentes pode

minimizar a ocorréncia de liberacdo prematura do farmaco (PEDREIRO, 2016).
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2.4.2. Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) é um polimero muito utilizado na
indGstria farmacéutica para obtencdo de filmes de revestimento entérico de formas
farmacéuticas solidas, devido a sua solubilidade pH dependente, prevenindo a dissolugéo e
liberagdo precoce do farmaco em porgdes superiores do TGI. E um derivado da celulose,
biodegradavel, de pKa de aproximadamente 5,3, constituido por grupamentos hidroxila, que
podem ser substituidos por éster metilico, éster 2-hidroxipropilico ou éster ftalico (Figura 4).

Figura 4. Estrutura molecular do HP.
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Fonte: Adaptado de Yao e colaboradores (2011).

O HP é obtido por meio da esterificacdo da hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com
anidrido ftalico. O grau de substituicdo alcoxi ou carboxibenzoila, determina as propriedades
do HP, de forma mais especifica, 0 pH de solubilidade em meio aquoso (MEEHAN, 2006;
FERRARI, 2011).

Além de sua utilizacdo em sistemas de liberacdo convencionais, muitos estudos tém
utilizado o HP na composi¢do de sistemas micro e nanoestruturados, para a liberacdo
controlada de farmacos e biofarmacos. Singh e colaboradores (2015) desenvolveram
microparticulas baseadas em HP para administracdo oral de antigenos, buscando alternativas a
vacinacdo convencional. As microesferas foram capazes de proteger o antigeno da degradacéo
na regido gastrica, liberando-o na porc¢éo intestinal para a absorcéo (SINGH et al., 2015).

Jin e co-autores (2012), desenvolveram nanoesferas de HP para incorporacdo de
insulina pelo processo de fluido supercritico. Como resultado, obtiveram nanoparticulas com
didmetro entre 138 e 342 nm e teor de incorporacdo de aproximadamente 90%. Nos estudos
de liberacdo in vitro, menos de 10% de insulina foi liberada em 720 min de ensaio em pH 1,2

e 100% apds 50 min, em meio com valor de pH 7,8 (Jin et al., 2012).
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Devido a mobilidade das cadeias e a presenga de os grupos hidroxila, 0 HP também
apresenta potencial de interacdo com a mucina que, no entanto, é pouco explorada em

comparacao as suas propriedades gastrorresistentes (MAKHLOF et al., 2011).

2.4.3. Acido hialurénico

O é&cido hialurénico (AH) é um biopolimero, membro da familia das
glicosaminoglicanas, presente na matriz extracelular (MEC), tecidos e capsulas bacterianas. E
um polianion linear, hidrofilico, de elevada massa molecular (10° a 10’ Da), composto por
unidades de acido D-glucurénico e N-acetil-D-glucosamina, através de ligagdes glicosidicas B
-1,4 ¢ - 1-3, alternadas (Figura 5).

Figura 5. Estrutura molecular do AH.
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Fonte: https://www.google.com/patents/\WWO2013055832A1?cl=en>.

Na MEC, a principal funcdo do AH é a de sustentacdo das células, agindo também na
diferenciacdo e adesédo intercelular. Trés diferentes enzimas HAS transmembrana (HAS-1,
HAS-2 e HAS-3) sdo responsaveis pela producdo do AH de elevada massa molecular (200 a
2000 kDa) que é secretado na regido pericelular e sofre clivagem por enzimas especificas, as
hialuronidases. Em células cancerigenas, essa glicosaminaglicana e superexpressa (KIMURA
et al., 2013). Os fragmentos de baixa massa molecular produzidos (<200 kDa e oligbmeros)
interagem de forma especifica com receptores celulares RHAMM e CD44, induzindo
diretamente uma série de sinais de transdugéo relacionados a progressao tumoral e sinalizagdo
pro-inflamatoria (TOOLE, 2004).

Devido a interagcdo especifica com os receptores CD44, presentes na superficie das

células do epitélio intestinal e com as isoformas CD44v, expressas em grande quantidade na

Fernanda I Boni



Fundamentagdo Tedrica 39

superficie das células tumorais, o AH, encontra aplicacdo na funcionaliza¢do de NPs, atuando
como um direcionador ativo do sistema (LIAO et al., 2005; BECKER et al., 2009).

Diversas nanoparticulas baseadas em AH vem sendo exploradas como forma de
facilitar a internalizacéo celular de farmacos. Almalik e colaboradores (2013) comprovaram
que a interacdo com os receptores CD44 é responsavel pelo processo de internalizagdo de
particulas de QS reticuladas com tripolifosfato de sodio e revestidas com AH, de elevada
massa molecular. Resultado semelhante foi encontrado por LI e co-autores (2013), com
nanoparticulas baseadas em QS e AH para veiculacdo de paclitaxel, em que a maior taxa de
internalizacdo das NPs por células HepG2, em comparagdo ao farmaco livre, foi relatada
(ALMALIK et al., 2013; LI et al., 2013).

Devido a presenca de grupamentos hidroxila em sua estrutura, assim como o HP, o
AH ¢ capaz de estabelecer interacdes supramoleculares com a mucina, formando ligagdes
hidrogénio e/ou Van der Waals, que resultam em forcas atrativas fortes, responsaveis pela
consolidacéo do processo de adesdo (SOSNIK et al., 2014).

2.5. Doencas do TGl

Atualmente, como consequéncia da modificacdo no estilo de vida e habitos
alimentares da populacdo, observa-se uma transicdo epidemioldgica caracterizada pela
diminuicdo da incidéncia de doencas infecciosas e aumento da taxa de doencas cronico-
degenerativas (WATERS, 2001; GUERRA et al., 2005; FERLAY et al., 2015). Dentre essas,
as doencas que acometem o TGI, mais especificadamente a regido intestinal, sdo as de maior
incidéncia nos paises em desenvolvimento (ZALTMAN, 2007).

A mucosa intestinal apresenta extensa area de superficie, mantendo contato direto com
bactérias, antigenos e diversos compostos de caracteristica tdxica ou cancerigena.
Consequentemente, deve atuar como uma barreira eficiente capaz de evitar a absorcdo de
agentes potencialmente nocivos. No entanto, falhas e desregulacdo na resposta imunologica,
mutacdes nos genes que controlam o ciclo celular dentre outras alteracbes podem ocorrer,
desencadeando processos patoldgicos (HOLLANDER, 1999).

As doencas inflamatdrias intestinais e o cancer colorretal sdo doencas do TGI muito
comuns, multifatoriais, que atingem diversas faixas etarias. Por serem patologias altamente
debilitantes, seu progresso resulta em uma serie de limitagdes nas habilidades funcionais do

paciente e na capacidade de desenvolver suas atividades diarias. Além do prejuizo
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psicolégico, a debilidade fisica que causam ao paciente é rapidamente perceptivel,
destacando-se a necessidade do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, que
tornem o tratamento dessas doencas mais eficaz e de maior aceitacdo por parte dos pacientes
(JANSSEN-HEIJNEN et al., 2005; REGO et al., 2012).

2.5.1. Doencas inflamatoérias intestinais

A doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU) sdo classificadas como doencas
inflamatdrias intestinais (DIIl). As DIl sdo crbnicas e de crescente incidéncia, sendo
consideradas as doengas mais prevalentes do TGI. Estima-se que mais de 2 milhdes de
individuos apresentam DIl nos Estudas Unidos, com incidéncia de 5 novos casos a cada 100
mil habitantes por ano (ZALTMAN, 2007). Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, a
prevaléncia de DIl é menor, no entanto, em decorréncia das melhorias socioeconémicas e,
consequente mudanca no estilo de vida e habitos alimentares da populacdo, o nimero de
novos casos tém aumentado (LOFTUS, 2004).

As DIl acometem individuos de uma ampla faixa etéaria, sendo a maioria dos casos
entre jovens de 15 a 30 anos e idosos entre 60 e 70 anos. A causa das DIl parece ser
multifatorial, sendo fatores de risco para o desenvolvimento dessas patologias a exposicdo a
infeccdes que causem alteracdes na flora intestinal, sedentarismo e tabagismo. No entanto,
individuos com predisposi¢do genética ao entrarem em contato com fatores ambientais tem
maior probabilidade de desenvolver o intenso processo inflamatério intestinal, resultante da
resposta imunoldgica descontrolada (HANAUER, 2006).

A DC e a CU apresentam manifestacBes clinicas distintas, porém ambas sdo
caracterizadas por ciclos de inflamacgéo recidiva/remitente da mucosa do TGI (HUA et al.,
2015). Para a CU, a inflamacé&o é confinada a regiéo colbnica, podendo se estender até o reto.
Os sintomas se apresentam normalmente de forma aguda ou subaguda assemelhando-se com
um quadro de infeccdo, com manifestacdo como diarreia e hemorragia retal. Em casos mais
avancados da doenca 0 paciente pode apresentar nausea, dor abdominal e febre
(BAUMGART; SANDBORN, 2007; COSNES et al., 2011). Ja a DC pode afetar qualquer
regido do TGlI, sendo na maioria dos casos, a porcdo terminal do ileo e o colon, as regides
afetadas. Pode haver episddios de remissdo, mas a inflamacéo geralmente é continua. Devido
aos sintomas, é uma doenga altamente limitante ao paciente, por causar diarreia intensa como

a presenca de sangue e muco nas fezes, dor abdominal e febre. Em alguns casos pode ocorrer
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a formacdo de fistulas, abcessos e obstrucdo intestinal, muito dolorosos ao paciente
(BAUMGART; SANDBORN, 2007; HUA et al., 2015).

Por serem doencas em que as taxas de morte e proliferacdo celular sdo constantes, 0s
portadores de DIl apresentam maior risco de desenvolver cancer colorretal, dependendo da
intensidade e extensdo da inflamagdo e, se ha o controle adequado com tratamento
medicamentoso.

A condicéo de inflamacéo crénica que ocorre nas DI, provoca importantes alteracdes
na fisiologia do TGI. Alteracdes na superficie da mucosa e rupturas podem ocorrer com
disfuncbes na formacdo das juncdes paracelulares e aparecimento de Ulceras. A redugdo ou
aumento na producdo de muco e alteracBes de suas propriedades reoldgicas sdo muito
comuns, tornando a mucosa mais vulneravel a infecgdes. Infiltracdo de células do sistema
imunoldgico como neutréfilos, macrofagos, linfocitos e células dendriticas, também séo
observados com frequéncia (Figura 6). Durante os episodios agudos, € muito comum ocorrer
alteracbes da motilidade e do volume de fluidos intestinais, principalmente devido ao quadro
de diarreia intensa (ANTONI et al., 2014).

Figura 6. Representacdo esquematica da mucosa e elementos celulares; (A) condicdo
saudavel e (B) quadro de inflamacé&o cronica.
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Fonte: Adaptada de Hua e colaboradores (2015).

O valor do pH intestinal de individuos portadores de DII, também pode sofrer
alteracdes. Os processos de fermentacdo pelos microrganismos, componentes da microbiota,
acdo dos sais biliares, metabolismo de &cidos graxos e tempo de tréansito, influenciam

diretamente o valor de pH dos fluidos do TGI. Tanto na DC quanto na CU, todos estes fatores
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sofrem alteragdo, provocando a acidificagdo do pH luminal (IBEKWE et al., 2008; HUA et
al., 2015).
Tais alteracdes fisiologicas na regido intestinal devem influenciar decisivamente a

eficacia do sistema no tratamento das DI|I.

2.5.1.1. Tratamento farmacoldgico das DI

Atualmente a terapia para as DIl se baseia no tratamento farmacoldgico, associado ou
ndo a abordagens nutricionais e cirdrgicas. O objetivo geral da terapia farmacoldgica é induzir

a remissdo dos quadros inflamatdrios e prevenir episodios recidivos (PERTUIT et al., 2007).

Farmacos de diversas classes séo utilizados no tratamento das DII, dentre eles os anti-
inflamatdrios e imunossupressores. O acido 5-aminosalicilico (5-ASA) é o anti-inflamatorio
de primeira escolha no tratamento da CU leve e moderada e, também é eficaz no tratamento
da DC, nos periodos ativos da doenca e na manutencdo da remissdo (SUTHERLAND;
MACDONALD, 2006). Entretanto, para as formulacdes orais contendo 5-ASA, é necessario a
administracdo de maultiplas doses diarias. Este regime posoldgico complexo pode interferir na
rotina do paciente, resultando em um impacto negativo na adeséo ao tratamento que em longo
prazo pode gerar desisténcia e consequentemente complicagdes ao paciente (KANE, 2006).

Além disso, apenas 1/3 da dose administrada por via oral é absorvida na forma
inalterada, o restante sofre transformacdo pelas bactérias intestinais ou é excretada pelos rins
(MOTA et al., 2007).

Entre os imunossupressores, 0s mais utilizados no tratamento de DIl s&o o tacrolimus,
da classe dos inibidores de calcineurina, o micofenolato de mofetil; inibidor de sintese de
purina e 0 MTX; antagonista de &cido folico (VAN DIEREN et al., 2006).

Apesar de muito utilizados, a principal desvantagem recorrente dessa terapia é a falta
de especificidade dos farmacos alcancarem o local da inflamacdo. Os mecanismos de
liberacdo de sistemas convencionais sdo desencadeados por fatores independentes das
condicBes fisioldgicas observadas na inflamacdo e sua localizagdo ao longo do TGI.
Consequentemente, o farmaco atua em areas do tecido que ndo apresentam inflamacédo, ao
longo do transito gastrointestinal. Como resultado, ocorre a diminui¢do da concentragdo do
farmaco no sitio de acdo e também uma série de efeitos adversos resultantes da agdo em
tecidos saudaveis (KANE, 2006; LAMPRECHT, 2010).

Comumente, os anti-inflamatdrios podem causar ulceracGes e sensibilidade no jejuno,

ileo e colon, além de manifestagdes como diarreia, dor abdominal, nausea, ma absor¢éo de
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nutrientes e rash cutaneo. Entre os imunossupressores, podem ocorrer alteragdes relacionadas
ao sistema nervoso central, como cefaleia, insonia, febre e manifestacfes dermatoldgicas, com
pruridos. Podem ocorrer também possiveis interacfes entre esses farmacos, resultando
principalmente em alteracdo nas taxas de absorcdo (VAN DIEREN et al., 2006).
Considerando os efeitos adversos potencialmente prejudiciais ao paciente,
provenientes da falta de especificidade e seletividade destes farmacos em atuarem apenas nos
tecidos inflamados, novas ferramentas tecnologicas podem ser exploradas, como o0 uso da
nanotecnologia farmacéutica, para se alcancar a vetorizacdo da liberacdo dos farmacos no

local de acéo, tornando o tratamento das DIl mais eficaz.

2.5.2. Cancer colorretal

Dentre os tipos mais comuns de cancer, destacam-se o de mama, pulméo, prostata e
colorretal, o qual esta entre os trés de maior taxa de mortalidade, entre homens e mulheres,
mundialmente. No ano de 2016, de acordo com a American Cancer Society, houve mais de 95
mil diagndsticos, nos Estados Unidos, chegando a 49 mil mortes. Cenario semelhante
observa-se no Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), em 2014, cerca de 32 mil individuos foram diagnosticados com céncer de
cllon e reto e constatou-se um aumento de ao menos 10%, no ano de 2016, evidenciando a

urgente necessidade de novas alternativas para o tratamento desta doenca.

Na maioria dos casos, o fator de risco para o desenvolvimento deste tipo de cancer
envolve habitos e estilo de vida; como consumo excessivo de carnes vermelhas e alimentos
processados, dieta deficiente em fibras; que alteram o esvaziamento entérico, sedentarismo e
alcoolismo. Doengas subsequentes e idade sdo outros importantes fatores de risco, sendo que
portadores de algum tipo de inflamacéo cronica na regido coldnica apresentam risco 30 vezes
maior de desenvolver este tipo de cancer (JASS; MORSON, 1986; EDWARDS, 2011).

Cerca de 85% dos individuos diagnosticados estdo na faixa dos 50 a 70 anos, sendo
poucos 0s casos associados a mutacGes genéticas hereditarias (JASS; MORSON, 1986;
EDWARDS, 2011).

No céncer de célon e reto, a evolucdo do tumor e a transicdo de lesdo benigna para
maligna é facilmente distinguida, ocorrendo em cinco estagios bem definidos, como pode ser
observado na Figura 7 (PEREZ et al., 1998; COTTI et al., 2000; PINHO, 2005; MISHRA et
al., 2013; STRUM, 2016).
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Figura 7. Esquema ilustrativo dos estagios de desenvolvimento do cancer colorretal.

Benigno

Fonte: Adaptada de Takayama et al., 1998, Johns Hopkins Medicine <hopkinsmedicine.org>.

As células cancerigenas sdo elementos fundamentais para a iniciacdo da
carcinogénese, entretanto, ha uma interacdo dindmica e complexa destas células iniciadoras
com os elementos celulares recrutados para a regido e com a MEC, criando um
microambiente tumoral (MAT). Esta interacdo desempenha papel fundamental na manutencéo
dos sinais proliferativos, de inducdo da anigiogénese e ativagcdo de mecanismos de invaséo,
nos estagios de promocdo e progressdo do cancer (EVAN; VOUSDEN, 2001; SWARTZ et
al., 2012).

Nos carcinomas colorretais, a producédo e secrecdo das macromoléculas constituintes
da MEC, como o AH, é mais elevada em relacdo aos tecidos adjacentes; esses componentes
interagem com as células neoplasicas por meio de receptores proteicos transmembrana,
ativando vias de sinalizacdo necessarias para 0s processos de adesdo, proliferagdo, motilidade
e invasdo (LIOU; STORZ, 2010; KEHLET et al., 2016). O AH produzido, apresenta elevada
afinidade pelas isoformas do receptor de superficie CD44v, 0s quais Sa0 superexpressos na
maioria das células tumorais, especialmente nas do cancer colorretal (MACDONALD et al.,
2009).
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Todaro e coautores (2014), a partir de estudos imuno-histoquimicos e ensaios in vivo,
identificaram a expressdo da isoforma CD44v6 em todas as células tumorais do colon,
principalmente as de elevada malignidade, sugerindo este receptor como um importante
biomarcador e potencial alvo terapéutico. A mesma isoforma foi identificada por Zhao e
colaboradores (2015), em tecidos tumorais de pacientes com cancer colorretal, nos estagios 2
e 3 de desenvolvimento, sendo a expressdo desse receptor menor nos tecidos sadios da regido
peritumoral (TODARO et al., 2014; ZHAO et al., 2015). Kimura e coautores (2013),
identificaram em linhagem de células de cancer col6nico a expressdo pronunciada de outra
isoforma do receptor CD44, a CD44v9. Os autores observaram tambeém, nestas células, a
elevada capacidade de proliferacdo e colonizagdo, além do desenvolvimento de resisténcia a
quimioterapicos classicos, destacando sua influéncia na progressao tumoral e malignidade
(KIMURA et al., 2013). Zhao e coautores (2015) avaliaram a expressdo dos receptores CD44
e suas isoformas em tecidos da regido colbnica saudaveis e neoplasicos. Os resultados
comprovaram a reduzida expressdo destes receptores nos tecidos saudaveis desta regido,
assim como nos tecidos que circundam o tumor e comprovaram a superexpressao, em
especial, da isoforma CD44v6 nas células tumorais do c6lon (DU et al., 2008; ZHAO et al.,
2015).

Frente a compreensao da fisiologia do tumoral e da interacdo entre os componentes do

MAT, novos alvos terapéuticos podem ser explorados.

2.5.2.1. Alternativas terapéuticas

A escolha terapéutica para o cancer colorretal depende de uma série de fatores tais
como a localizagdo e extensdo do tumor, presenca de obstrucgdes, invasdo vascular e/ou

linfatica e do quadro geral de saude do paciente (GOMES et al., 2009).

Nos dias atuais, o desenvolvimento de biofarmacos, proveniente dos avangos na area
biofarmacéutica e biotecnoldgica, representa uma modalidade terapéutica muito estudada e
explorada. Estes farmacos apresentam interacdo especifica com receptores celulares, podendo
atuar de forma direta nos mecanismos proliferativos ou indireta; vetorizando o agente
terapéutico para a célula tumoral. Entre os biofarmacos, destacam-se no tratamento do cancer
de cdlon e reto, os anticorpos monoclonais como 0 Bevacizumabe (Avastin®), um anticorpo

monoclonal humanizado, que age inibindo os VEGFs responsaveis pela angiogénese e, 0
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cetuximab que atua especificamente no receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
(HSU; WAKELEE, 2009; WEINER et al., 2010; CORDEIRO et al., 2014).

Entretanto aliado a elevada efetividade destes farmacos esta o impacto econémico
significativo que eles representam para os sistemas de satde publicos e privados. O preco de
uma dose de um anticorpo monoclonal pode variar de cerca de US$ 1 mil, no caso dos mais
antigos, a US$ 26 mil, cobrados pelos de geragdes recentes, restringindo seu uso para a
grande maioria da populacdo. Além deste fator, por serem farmacos relativamente novos,
pesquisas sobre os efeitos colaterais e perda de efetividade em longo prazo ainda devem ser
realizados (HSU; WAKELEE, 2009; HYEDA; DA COSTA, 2015).

Portanto a quimioterapia convencional, associada ou ndo a radioterapia e ressec¢ao
cirurgica, ainda é a abordagem terapéutica mais utilizada atualmente, na maioria dos casos e
estagios do cancer (TILLY et al., 2003).

A grande maioria dos farmacos cléssicos utilizados no tratamento de tumores sélidos
como o colorretal pertencem a subclasse dos ciclo-especificos; os ciclo-fase especificos,
destacando-se o 5-fluoracil e o metotrexato (MTX) (FISTER; PANETTA, 2000; TILLY etal.,
2003; CHABNER; ROBERTS, 2005; DE ALMEIDA et al., 2005).

Independente da classe do antineoplasico, da diversidade de caracteristicas quimicas e
mecanismos farmacologicos, a quimioterapia quase sempre ocorre por meio da administracao
intravenosa. Vias alternativas como a intramuscular, subcutanea e oral sdo pouco usuais e
estdo relacionadas a terapia adjuvante e a estagios iniciais da patologia (KEIZER; PINEDO,
1985; O'NEILL; TWELVES, 2002).

Entre os principais obstaculos enfrentados na quimioterapia intravenosa, destaca-se 0s
diversos  efeitos  colaterais  ocasionados principalmente pela  falta de
especificidade/seletividade destes farmacos que, por serem agentes citotoxicos, ao atingirem
0s tecidos sadios provocam severos efeitos colaterais, de grande impacto na qualidade de vida
do paciente (ESTANQUEIRO et al., 2015).

Outros problemas acerca do tratamento convencional sdo a predisposi¢do das células
tumorais em tornarem-se resistentes aos farmacos classicos e a dificuldade dos
antineoplasicos em atingirem o local de agdo na concentracdo necessaria para exercer o efeito
terapéutico (GAO et al., 2012).

No caso do cancer col6nico, durante o desenvolvimento do tumor, ha a compressdo ou

obstrucdo de vasos sanguineos pré-existentes, gerando regides de hipoxia e necrose celular,
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pelo menor aporte nutricional e de oxigénio. Em resposta a esse processo, ocorre a formacao
de novos vasos, pelo mecanismo de angiogénese. Essa neovascularizagdo tem como
caracteristica ser muito ramificada, com vasos de baixo calibre tornando, consequentemente, a
irrigacdo sanguinea irregular e, reduzida em algumas regides mais internas do tecido (Figura
8) (DE OLIVEIRA, 2002).

Figura 8. Representacao esquematica da sec¢do transversal do tumor.

l(): ¢ nutrientes
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° Células em hipoxia

° Células em necrose

Fonte: Adaptado de De Oliveira e colaboradores (2002).

Quando administrado pela via intravenosa, o farmaco deve vencer diversas barreiras
até atingir as células cancerigenas. Inicialmente deve se distribuir pela corrente sanguinea, até
atingir a vascularizacdo do tumor, atravessando a parede dos vasos em direcdo ao intersticio
celular, penetrando a matriz até atingir as células em concentracdo efetiva. Devido a
compressdo dos vasos, ocorre menor fluxo no interior da massa tumoral, reduzindo a taxa de
distribuicdo do farmaco na regido de hipOxia, este processo caracteriza um importante
mecanismo de resisténcia a quimioterapia (DE OLIVEIRA, 2002; GOTTESMAN, 2002;
JAIN et al., 2014).

Neste sentido, a utilizacdo da via oral para administracdo dos quimioterapicos pode ser
vantajosa, considerando que a massa tumoral é voltada ao Iimem, o tecido estaria mais
exposto & acdo do farmaco carreado pelo sistema, evitando os problemas associados
principalmente a alteragdo na vascularizagéo e aos efeitos adversos sistémicos.

Dessa forma, considerando os efeitos inerentes a falta de especificidade dos agentes
quimioterapicos classicos e os mecanismos de resisténcia, destaca-se a urgéncia na elaboragéo

de novas estratégias que permitam a vetorizagdo do quimioterdpico em concentraces
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efetivas, para o tecido alvo, associadas & facil administracdo. Tais estratégias poderiam
aumentar a efetividade do tratamento, fornecendo maior conforto ao paciente e facilidade na
adesdo ao tratamento, melhorando a qualidade de vida do individuo e consequentemente, sua

expectativa de recuperacao.

2.6. Metotrexato

O MTX é caracterizado como um po alaranjado, de massa molecular 454,44 g/mol e
quimicamente  constituido por uma por¢do heterociclica (anel pterinico 2,4-
diaminosubstituido) ligada a por¢ao p-aminobenzoil que estd ligada & unidade de acido
glutdmico (Figura 9).

Apresenta trés valores de pKa; 3,4 e 4,7 (referentes aos grupamentos carboxil) e 5,7 do
grupamento nitrogenado do anel pterina, por isso sua solubilidade, em meio aquoso, é pH-
dependente, sendo pouco solivel em pH acido e muito solivel em pH alcalino. O MTX é
classificado como classe 11l no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, ou seja, apresenta
alta solubilidade e baixa permeabilidade, caracteristica que limita sua administracdo oral, no
tratamento de patologias como o céancer colénico (JAIN et al., 1979; HIGANO;
LIVINGSTON, 1989; KIM, D. Y. et al., 2003; MARTINS; YAMAMOTO, 2008; SAGGAR
etal., 2013).

Figura 9. Férmula estrutural do MTX.
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Por ser um analogo do acido folico, o MTX tem a capacidade de se ligar fortemente ao
transportador de folato reduzido para ser transportado para o meio intracelular, onde sofre

poliglutamacdo pela enzima folipoliglutamil sintase, sendo convertido em derivados
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poliglutamatos de mesma atividade. Este processo permite a retencdo e aumento da meia-vida
intracelular do MTX, que na forma livre sofre efluxo (ABOLMAALI et al., 2013).

O MTX pertence a classe dos quimioterapicos classicos, sendo muito utilizado no
tratamento de diversos tumores sélidos, como o0s colorretais. Apresenta elevada afinidade
pelas enzimas diidrofolato redutase (DFHR); envolvidas nas vias de sintese de purinas e
pirimidinas. Estas bases nitrogenadas sdo precursoras da sintese de DNA e de RNA, portanto,
como resultado da inibicéo das vias, ha a interrupcdo da replicacdo do DNA e morte celular
(LONGO-SORBELLO; BERTINO, 2001; ABOLMAALI et al., 2013).

Diversos regimes posoldgicos podem ser adotados na terapia com MTX,
frequentemente a via de administracdo utilizada no tratamento de cancer € a intravenosa. A
dose recomendada pode variar entre os pacientes sendo normalmente de 14 mg/m? a 40
mg/m?, administrado de forma fracionada (GORLICK et al., 1997; WIDEMANN;
ADAMSON, 2008).

Nas DII, o MTX atua como imunossupressor e anti-inflamatorio, sendo muito eficaz
na manutencdo e remissdo dos quadros inflamatorios, principalmente em pacientes resistentes
a corticoides e ao tratamento com 5-ASA.

Normalmente, nas DII, administra-se menores doses de MTX, comparado as utilizadas
no tratamento de cancer. Uma dose semanal de 25 mg, intramuscular ou subcutanea, €é eficaz
para induzir a remissdo da DC ou CU e, a dose de 15 mg semanais é suficiente para a
manutencgéo do quadro de remissdo (WAHED et al., 2009).

Além de atuar na inibicdo da proliferacdo celular, 0 MTX em baixas doses também é
capaz de induzir a apoptose de linfocitos T e reduzir as taxas de producdo de citocinas pro-
inflamatdrias 1L-2 e IL-10 (VAN DIEREN et al., 2006).

Apesar de ser um dos farmacos de escolha para o tratamento do cancer colorretal e das
DIl, sua elevada citotoxicidade e baixa seletividade sdo responsaveis por uma série de efeitos
indesejaveis em 6rgdos e tecidos sadios, apresentando diversos efeitos adversos que
dificultam a adesédo do paciente e 0 ajuste posoldgico (GAIES et al., 2012).

A mucosa gastrointestinal e medula 6ssea séo os tecidos de maior vulnerabilidade aos
efeitos do MTX, principalmente pela intensa taxa de proliferacio celular (LEVEQUE et al.,
2011). O MTX pode induzir uma série de disturbios, como dor abdominal, vomito, nausea e
diarreia, efeitos que sdo acentuados na administracio oral (LEVEQUE et al., 2011).

Hepatotoxicidade e nefrotoxicidade também podem ser causadas durante a terapia com MTX,
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por isso 0 acompanhamento médico e ambulatorial do paciente é indispenséavel. (SYNOLD et
al., 1994; LEVEQUE et al., 2011).

Além dos efeitos adversos, outro obstdculo que afeta a efetividade do MTX
administrado pela via oral € a resisténcia adquirida pelas células, por meio do mecanismo de
efluxo pela glicoproteina P (P-gp) (BARRUECO et al., 1992).

A P-gp é uma proteina transportadora de membrana, de elevada massa molecular, com
duas sub-unidades cada uma com 12 segmentos transmembrana. Apresenta diversas
isoformas, codificadas por variantes do gene de resisténcia a multiplas drogas (MDR),
primeiramente descritos por Juliano & Ling em 1976. Nos seres humanos, 0 gene MDR-1 é o
principal codificador da P-gp expressa na superficie das células do epitélio colunar do
intestino delgado e colon (STAUD et al., 2010).

Células cancerigenas também apresentam esse transportador, dependente de ATP,
Weinstein e co-autores (1991) identificaram a expressdo aumentada da P-gp em células de
carcinoma colénico, de potencial invasivo e maligno, indicando a contribuicdo dessa
glicoproteina para a reducdo do efeito farmacoldgico e aumento do nivel de agressividade
tumoral (WEINSTEIN et al., 1991).

A atuacdo da P-gp sobre a permeabilidade da membrana previne o acimulo
intracelular do MTX, sendo muitas vezes necessaria a administracdo de elevadas doses para
alcancar o efeito terapéutico.

Frente aos obstaculos impostos ao tratamento convencional das doengas intestinais,
destaca-se a necessidade de explorar novas tecnologias farmacéuticas, que tornem a terapia
mais direcionada e eficaz. O desenvolvimento racional de nanoparticulas poliméricas para a
veiculacdo desses farmacos, que permitam a administracdo oral e a maior interacdo bioldgica
pode ser alcancado, empregando-se materiais com propriedades de funcionalizagéo,
mucoadesividade e gastrorresiténcia como o AH, QS e o HP.

Fernanda I Boni



Objetivo

51

3. OBJETIVO

Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas mucoadesivas,

compostas de quitosana e acido hialurénico com ou sem ftalato de hidroxipropilmetilcelulose,

contendo metotrexato para liberacdo colon especifica.

Para alcancar os objetivos propostos as seguintes etapas foram realizadas:

Avaliacdo dos materiais utilizados (QS, AH e HP) e escolha das condicdes de
obtencéo das nanoparticulas;

Desenvolvimento e caracterizacdo das nanoparticulas;

Determinacdo da porcentagem de farmaco associado as nanoparticulas;

Estudo da mucoadesividade dos sistemas;

Avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do metotrexato;

Estudo de citotoxicidade dos materiais e sistemas desenvolvidos;

Avaliacdo da permeabilidade intestinal in vitro do metotrexato associado as

nanoparticulas, em monocultura e co-cultura tripla de células.
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4. MATERIAIS

4.1. Principais matérias-primas e reagentes

- Quitosana de baixo peso molecular (grau de desacetilagcéo de 90%, Sigma Aldriche);

- Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (Shin-Etsu®);

- Metotrexato (Fagron);

- Hialuronato de sddio (ViaFarma);

- Mucina tipo Il (Sigma-Aldriche);

- Acetato de ambnio P.A (Synth®), &cido cloridrico- teor 37% (Qhemis), acido acético
P.A (Qhemis), fosfato de potéssio monobasico (Vetec), fosfato de sddio tribasico
(Henrifarma) e hidréxido de sddio (Grupo Quimica®).

4.2. Cultura celular

- Linhagem celular Caco-2 (clone CBBel) obtida da Colecdo de Microorganismos
Norte Americana (ATCC - American Type Culture Collection);

- Linhagem celular HT29-MTX fornecida pelo Dr. T. Lesuffleur (INSERMU178);

- Linhagem celular Raji-B fornecida pelo Dr. Alexandre Carmo (Cellular and Molecular
Biology Institute — IBMC);

- Meio de cultura DMEM (do inglés Dulbecco’s modified Eagle médium, Lonza)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% (v/v) de penicilina (100 U/mL)
e estreptomicina (100 ug/mL) e 1% (v/v) de aminoacidos nao essenciais;

- Reagente MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio brometo], DAPI [4',6-
diamidino-2-fenilindol dihidrocloridrico] e dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma
Aldrich®);

- Triton X-100 (Spi-Chem);

- Paraformaldeido (Billerica);

- Alexa Fluor® 546 faloidina, Alexa-Fluor 488® conjugado com anticorpo secundario
anti-ocludina (Molecular Probes®);

- Anticorpo anti-ocludina (Santa Cruz Biotechnology);

- Frascos de cultura celular e placa de 96 pocos (Corning Inc.);

- Placas de 6 pocos Transwell™ com membrana transparente de PET e poro de 3 pm

(Corning Inc.).
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4.3. Principais equipamentos

- Agitador magnético (Quimis);

- Balanca analitica (Owa labor; Bel Engineering);

- Peagbmetro (Micronal);

- Centrifuga (Sorvall TC);

- Ultracentrifuga (ThermoScientific);

- Analisador de particulas ZetaSizer Nano-ZS (Malvern Instruments) acoplado ao
autotitulador MPT -2;

- Analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro System®);

- Espectrofotometro de UV-VIS (Hewlett Packard 8453)- ChemStation Software;

- HPLC AGILENT modelo 1220 Infinity LC (Agilent Technologies);

- Microscopio eletrénico de varredura JSM-7500F (JEOL);

- Microscopio eletronico de transmissdao JEM 1400 (JEOL) - camera Gatan SC 1100
ORIUS CCD (Warrendale);

- Microscopio confocal TCS-SP5 AOBS (Leica);

- Incubadora, com atmosfera controlada (Binder® CB).

5. METODOS

5.1. Caracterizacao dos polimeros

5.1.1. Calculo da massa molecular e sequndo coeficiente virial

A massa molecular média e o segundo coeficiente virial dos polimeros QS, AH e HP
foram determinados em equipamento Zetasizer Nano ZS®, por meio da técnica de

espalhamento de luz estatico a 25°C, com o auxilio do software Zetasizer nano ZS v7.11.

Os resultados foram calculados por meio do software, a partir da equagéo de Rayleigh
(Equacdo 1) que descreve a intensidade de luz espalhada a partir de uma particula em solugédo
(KRATOCHVIL, 1987; RODEMBUSCH, 2001).

<= (Z+240)pe)  (Ea.D)

R \Mw
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Em que: RO= a razdo de luz espalhada pela amostra em relacdo a luz incidente, Mw=
massa molecular média da amostra, A,= segundo coeficiente virial, C= concentracdo da
amostra, P(@)= dependéncia angular da intensidade de espalhamento da amostra e K=
constante oOptica, calculada segundo a Equacdo 2 (KRATOCHVIL, 1987, RODEMBUSCH,
2001).

2

K= 21 (nﬂj—:)z (Eq. 2)

AR Ng

Em que: N = constante de Avogrado, Ag = comprimento de onda do laser, n,= indice

de refracdo do solvente e dn/dc= indice de refracdo diferencial do polimero em determinado
solvente.

Os indices de refracdo diferencial (dn/dc) utilizados para os polimeros foram de 0,181
mL.g™" paraa QS, 0,152 mL.g™ parao HP e 0,167 mL.g™" para 0 AH (FUKASAWA; OBARA,
2003; HOKPUTSAA et al., 2003; SCHATZ et al., 2003) e, como padrdo para as medidas
utilizou-se o tolueno, previamente filtrado em membrana de politetrafluoretileno (PTFE, 0,2
um). O tolueno foi selecionado por permitir medidas mais precisas, ser um solvente de facil
acesso, elevado pureza e R conhecido (MURPHY, 1997).

A QS, HP e AH foram dispersos na concentracio de 1 mg.mL™ em &cido acético 0,1
mol.L, hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol.L™ e 4gua purificada, respectivamente, por 24
horas. A partir das dispersdes, realizou-se as diluicBes nas concentra¢des de 0,1; 0,2; 0,3; 0,7
e 0,9 mg.mL™, paraa QS e HP e, 0,02; 0,05; 0,1 e 0,4 mg.mL™, para 0 AH. Todas as etapas
de preparo das amostras foram realizadas em capela de fluxo laminar para evitar
contaminacdo com particulas que pudessem interferir na eficiéncia da medida (FERREIRA,
2015).

Para cada concentragdo, mediu-se a intensidade de espalhamento (Kc/RO) em
triplicata, resultando na construcdo do grafico de Debye, o qual relaciona concentracao vs
(Kc/RO), para a determinacdo da massa molecular média dos polimeros.

5.1.2. Analise do potencial zeta dos polimeros em funcdo do pH

Para a determinagdo do melhor valor de pH para a reacdo de complexacédo
polieletrolitica, realizou-se a titulacdo &cido-base dos polimeros. Para tanto, a técnica de

espalhamento de luz dindmico foi utilizada, em equipamento Zetasizer Nano-ZS®, acoplado
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ao autotitulador MPT-2. Para o ensaio, a QS e o HP foram dispersos em acido acético 0,1N e
NaOH 0,1N, respectivamente, e 0 AH em agua purificada, todos na concentragdo de 0,1
mg.mL™. As dispersées foram incubadas em banho de ultrassom, sem aquecimento, para
eliminacdo de bolhas que pudessem interferir na analise. A titulacdo foi realizada, em
triplicata, utilizando-se HCI 0,1N; NaOH 0,01N e 0,25N (PICONE; CUNHA, 2013).

Avaliou-se o potencial zeta dos polimeros em diferentes valores de pH, a partir de uma
curva de titulacdo que variou dos valores de pH 3,0 a 7,5 (com aumento de 0,5 = 0,2 unidades
por medida).

5.2. Desenvolvimento das NPs

As nanoparticulas poliméricas (NPs) foram obtidas por meio da técnica de
complexacdo polieletrolitica do polimero catibnico (QS) com os aniénicos (AH e HP),
segundo 0 método proposto por Makhlof e coautores (2011a) e adaptado por Pedreiro (2016)
(MAKHLOF et al., 2011; PEDREIRO, 2016).

A QS e o HP foram dispersos em écido acético 0,1 mol L™ e NaOH 0,1 mol L™,
respectivamente, na concentragdo 0,5 mg.mL™. O AH foi disperso em &gua purificada na
concentracdo 0,1 mg.mL™, ajustando-se o valor de pH das disperses poliméricas.

Para as NPs compostas por QS:AH, realizou-se a adicdo lenta da dispersdo de QS
sobre a de AH, utilizando seringa e agulha sem bisel 23G 1” (0,6 x 25 mm), sob agitacédo
magnética de 15 minutos.

Para as NPs contendo HP, passo semelhante ao citado anteriormente foi realizado,
sendo que ao final dos 15 min de agitacdo realizou-se a adicdo da dispersdo do polimero
gastrorresistente (HP) a dispersdo pre-formada, mantendo a agitacdo por 30 minutos
adicionais (Figura 10).

Testou-se a obtengdo de particulas contendo QS:AH e QS:AH:HP, em diversas
proporcdes de massa polimérica. As particulas com farmaco foram obtidas nas mesmas
condigdes, sendo o MTX previamente adicionado a dispersdao de QS, nas concentracdes de
5,0% ou 1,0%, em rela¢do a massa polimérica final (Figura 10).

Fernanda I Boni



Materiais e Métodos 56

Figura 10. Representacdo esquematica do processo de obtencdo das nanoparticulas
poliméricas.
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5.3. Caracterizacdo das nanoparticulas

5.3.1. Analise de tamanho e do indice de polidispersao (PDI) das

nanoparticulas

O diametro médio e o PDI das nanoparticulas foram determinados através da técnica
de espalhamento de luz dindmico, no equipamento Zetasizer Nano-ZS a 25°C, em um angulo
de deteccdo de 173°.

O software do equipamento é capaz de medir a difusdo aleatdria das nanoparticulas no
fluido em que estdo dispersas, convertendo esse resultado no didmetro hidrodindmico das
particulas e em distribuicdo de tamanhos, a partir da relacdo de Stokes-Einstein (Equacédo 3)
(PERCORA, 2000).

Dh=—— (Eq.3)

amnD

Em que: Dh= didametro hidrodindmico, K= constante de Boltzman, T= temperatura
absoluta, n= viscosidade do meio de dispersdao e D= coeficiente de difusao.
As medidas foram conduzidas para as nanoparticulas obtidas pela mistura de QS:AH e

para as compostas por QS:AH:HP. Todas as medidas foram realizadas em triplicata, com 10
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determinacfes do didmetro para cada uma das amostras, sem e com a incorporagdo de

farmaco.

5.3.2. Analise do potencial zeta das particulas

O potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas foi determinado pela técnica de
mobilidade eletroforética, por meio da equacdo de Smoluchowski (Equacédo 4), em analisador

de particulas Zetasizer Nano-ZS, sob angulo de 173°.

¢=—" (Ea.9

Em que: (= potencial zeta, p= mobilidade eletroforética, n= viscosidade do meio de
dispersdo ¢ €= constante dielétrica.

A carga de superficie das particulas pode variar de acordo com 0s parametros
experimentais utilizados, como a proporcdo dos componentes e presenca de farmaco. A
influéncia desses parametros foi avaliada para se encontrar as condi¢des favoraveis e de maior
estabilidade para o sistema desenvolvido.

Todas as medidas foram conduzidas em triplicata para as NPs (QS:AH e QS:AH:HP)
sem e com a incorporacdo de MTX.

5.3.3. Analise de morfologia das nanoparticulas

A morfologia das NPs foi analisada por microscopia eletronica de varredura de alta
resolucdo (MEV-FEG) em equipamento JEOL JSM-7500F. As amostras obtidas no item 5.2
foram diluidas na propor¢éo 1:30 (v/v) em uma dispersdo de Tween 20 (0,5%-v/v), para evitar
a aglomeracdo das particulas durante o processo de secagem. O material foi disposto sobre
suporte metalico e seco em temperatura ambiente por trés dias. Apos a secagem, o suporte foi
revestido com material condutor (Carbono). O software ImageJ foi utilizado para medir o

tamanho das nanoparticulas a partir das fotomicrografias.
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5.3.4. Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho

av)

A caracterizacao por IV foi realizada com os polimeros QS, AH, HP, com 0 MTX e
nanoparticulas, para avaliagdo das possiveis interacfes entre os componentes da amostra. Para
esse ensaio de caracterizacdo, as amostras foram previamente congeladas em Ultra Low
Freezer (Sanyo, MDF-U76VC), a -80°C e liofilizadas por 48 h (Micro Modulyo 115, Thermo
Scientific). O ensaio foi realizado em espectrofotdbmetro de absorcdo na regido do
infravermelho médio com transformada de Fourier - VERTEX 70 (BRUKER), abrangendo
uma regido de 3500 a 400 cm™. Utilizou-se o acessorio ATR, pelo método de reflexdo total

atenuada (cristal de diamante).

5.3.5. Difracdo de Raios X (DRX)

Realizou-se a analise por difracdo de raios-X, em difratbmetro de raios X modelo
D5000-DIFFRAC PLUS XRD Commander (SIEMENS), sob radiacdo monocromatica Cu-Ka
(L =1,5406 A), em temperatura ambiente. Para este ensaio, foram analisados os polimeros, 0
farmaco e, as NPs sem e com MTX, previamente liofilizadas. As amostras foram analisadas
com varredura de raios X de angulo aberto 26 entre 4° e 70° e velocidade do goniémetro de
0,05/min.

5.4. Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de MTX por

cromatoqrafia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Na validacdo do método analitico para quantificacdo do MTX por CLAE e detec¢édo
na regido do ultravioleta, os seguintes parametros foram avaliados: conformidade do sistema,
linearidade, precisdo intracorrida e intercorrida, exatiddo, especificidade/seletividade, limite
de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), como preconizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, Farmacopeia Americana e Conferéncia Internacional de Harmonizagéo
(BRASIL, 2003; USP, 2011).
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5.4.1. Determinacdao dos parametros para Vvalidacdo de

metodologia analitica

Com o objetivo de garantir a quantificacdo do MTX nas formulacdes escolhidas, assim
como nos ensaios de solubilidade e dissolugdo do farmaco, validou-se a metodologia analitica
segundo adaptacdo de GAO & JIANG, 2005 e Von Zuben (2012) (GAO et al., 2005; VON
ZUBEN, 2012). O equipamento utilizado foi um HPLC AGILENT modelo 1220 Infinity LC,

com detector UV-Vis. Os parametros empregados na metodologia estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢6es cromatograficas empregadas na metodologia analitica.

Parametros
Fase estacionaria Coluna HPLC 250X4,6 mm; 5 pum ZORBAX C18
Fase mdvel Tampao acetato de aménio 50 mM (pH 6,0) : metanol (70:30)
Fluxo 1,0 mL/min
A de deteccdo 303 nm
Volume de injecédo 20 uL
Tempo de retencéo +3,20 min

As solugdes teste foram preparadas a partir de diluicdes de uma solucéo estoque do
farmaco MTX, em fase mével, na concentragdo de 100 pg.mL™.

5.4.2. Conformidade do sistema cromatografico

Para assegurar que os parametros cromatograficos selecionados sdo aptos a fornecer
resultados aceitaveis e confiaveis, realizou-se a analise de cinco inje¢des da solugéo de MTX

(25 ug.mL™) preparada em fase mével, a partir da soluc&o estoque.

O espectro de absor¢do do farmaco bem como o comprimento de onda de maxima
absorcdo foi verificado e, a partir dos picos cromatograficos de cada injecdo, avaliou-se 0
desvio padrdo relativo percentual (DPR%) das areas, dos tempos de retencdo (tR), dos
numeros de pratos tedricos (N), do fator de cauda (FC) e da assimetria do pico, fornecidos
pelo software do equipamento utilizado.
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5.4.3. Especificidade/Seletividade

Neste ensaio avaliou-se a interferéncia da matriz polimérica e dos meios utilizados no
ensaio de dissolucdo, no comprimento de onda de méxima absor¢do do farmaco. A
especificidade/seletividade foi determinada verificando-se o resultado da injecdo dos
polimeros em solucdo e do filtrado das nanoparticulas sem farmaco. Analisou-se também a
interferéncia do meio de dissolu¢cdo no Cromatograma do MTX. Todas as analises foram

realizadas em triplicata com solugdo do farmaco e dos polimeros na concentragio 25 pg.mL™.

5.4.4. Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcdo de trés curvas analiticas do MTX, a
partir da solucéo estoque. Foram preparadas 8 diluigdes com concentragdes variando de 0,25 a
50 ug.mL™ (0,25; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0 ¢ 50 pg.mL™). A linearidade foi avaliada a
partir da média dos valores das areas encontradas e a equacdo da reta foi determinada atraves
do estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e analise de variancia
(ANOVA).

5.4.5. Precisao

A repetibilidade ou preciséo intradia foi realizada a partir da inje¢do de trés diluicdes
da solugdo estoque de MTX, nas concentracdes 5,0, 20 e 50 pg.mL™” representantes,
respectivamente, das concentracdes baixa, média e alta, para analise na regido do UV. As
injecGes foram realizadas no mesmo dia e em condi¢bes de trabalho idénticas. O valor do
DPR% entre as determinacbes foi analisado. Para a precisdo intermediaria, realizou-se a
analise das diluigcdes da solucdo estoque de MTX em dois dias diferentes e também por um
segundo analista, sob as mesmas condic¢Ges experimentais. O ensaio foi realizado em triplicata

e os valores de DPR% calculados.

5.4.6. Exatiddo

A exatiddo do método foi determinada a partir da solucéo estoque de MTX, diluida em

fase movel para as concentragdes 5, 20 e 50 pg.mL™ (baixa, média e alta, respectivamente).
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Realizou-se cinco injecOes de cada concentracdo e a exatiddo foi calculada por meio da

Equacéo 5.

Exatidio (%) — (é) X100  (Eq.5)

Em que: C é a concentragdo media determinada experimentalmente e CO € a

concentracgdo teorica.

5.4.7. Limite de deteccao e de quantificacao

Para determinacdo do LD e do LQ, utilizou-se solu¢des do farmaco nas concentragbes
crescentes de 0,10; 0,15 ¢ 0,25 pg.mL'l, obtendo-se trés curvas analiticas.

As éreas em triplicata foram obtidas e o LD e LQ calculados utilizando as Equacfes 6 e 7:

LD = “ff“ (Eq. 6)

_ 10xDPa

LQ = == (Eq. 7)

Em que: LD= limite de detec¢cdo, DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do y,

IC = inclinag&o da curva de calibracéo e LQ=limite de quantificagéo.

5.5. Avaliacdo da eficiéncia de incorporacao (El1%)

Apos a formacdo das particulas, uma aliquota das formulacBes foi centrifugada a
14.000 rpm, em ultracentrifuga (ThermoScientific), por 15 min. O sobrenadante foi filtrado

em membrana de acetato de celulose 0,20 um e a concentracdo de farmaco livre analisada por

meio do método cromatogréafico validado no item 5.4.
Para a determinacdo da porcentagem de MTX incorporada, aplicou-se a Equacao 8.

massa total de MTX adicionada—massa de MTX livre no sobrenadante
EA% = — x100 (Eq.8)
massa total de MTX adicionada

Fernanda I Boni



Materiais e Métodos 62

5.6. Estudo das propriedades mucoadesivas

5.6.1. Ensaio in vitro de interacdo com a mucina utilizando

reagente de Lowry

A fim de estudar a capacidade mucoadesiva dos sistemas desenvolvidos, avaliou-se a
capacidade de adsorcdo da mucina nas NPs, por meio do ensaio colorimétrico (DHAWAN et
al., 2004; PREZOTTI et al., 2014; BONI et al., 2016).

Para o teste, uma massa de 20 mg de amostra liofilizada foi mantida em contato com
10 mL de solugdo aquosa de mucina tipo Il (pH 5,5) em diferentes concentra¢des (50, 100,
150 ¢ 200 pg.mL™), durante 1 hora, & 37°C. As amostras foram centrifugadas a 3.600 rpm por
5 minutos e o sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de mucina livre, através do
ensaio colorimétrico utilizando reagentes de Lowry (kit Total Protein Kit, Micro Lowry,
Peterson's Modification-Sigma-Aldrich).

Adicionou-se as aliquotas de 1 mL do sobrenadante, 1 mL do reagente de Lowry e as
solugdes foram mantidas em repouso por 20 minutos, em temperatura ambiente e, em seguida,
adicionou-se 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu’s. Apos 30 minutos, mediu-se a
absorbancia em espectrofotdmetro UV-Visivel em 749 nm. As concentracdes de mucina livre
no sobrenadante foram calculadas utilizando a equacdo obtida a partir da curva padréo de
albumina (BSA): y = 0,0085x + 0,0741 e r* = 0,9972.

A quantidade de mucina adsorvida foi determinada indiretamente a partir da

quantificacdo da mucina livre no sobrenadante, através da Equacéo 9.

Q mucina adsorvida = Q mucina adicionada — Q mucina livre (Eq. 9)

5.6.1.1. Isotermas de adsorcédo de mucina

Com o objetivo de identificar os mecanismos relacionados ao processo de adsorcéo,
foram plotadas isotermas, as quais relacionam os dados de concentragcdo de mucina livre no

sobrenadante (mg.L™) vs massa adsorvida as nanoparticulas (mg.g™).

A partir das isotermas de adsor¢éo, aplicou-se os modelos linearizados de Freundlich

(Equacéo 10) e Langmuir (Equacdo 11).
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logQe =logK + ix logCe  (Eq.10)

c 1 C
— = +— (Eq. 11)

Qe @mdix b Q max

Em que: Qe= massa de mucina adsorvida por massa de amostra, Ce= concentracdo de
mucina livre no sobrenadante, K= constante de Freundlich que representa a capacidade de
adsorcdo do material e n= constante que representa a intensidade da adsorcdo. Qmax e b séo
parametros da equagdo de Langmuir, em que: Qmax= constante que representa a maxima
capacidade de adsor¢cdo na monocamada e b= constante de equilibrio de adsorcéo,
relacionada a energia de adsorcéo (LAN et al., 2001; LI et al., 2005).

Para aplicagdo do modelo de Freundlich, plotou-se o grafico de log Qe (mg.g™) vs log
Ce (mg.L™) e, para o modelo de Langmuir plotou-se o grafico Ce/Qe (g.L™") vs Ce (mg.L™).
Por meio da regressdo linear, os valores das constantes para cada modelo foram obtidos,
avaliando-se o que melhor se correlacionou aos dados, através dos maiores valores do

coeficiente de determinacéo (r?).

5.6.2. Estudo da interacdo entre a mucina e as nanoparticulas a

partir da analise do potencial zeta

De forma adicional, realizou-se o estudo da influéncia da interacdo com a mucina no
potencial zeta das particulas, em valores de pH correspondentes ao meio gastrico e coldnico.
Solugdes de mucina nas mesmas concentracgoes utilizadas no item 5.6.1. (50, 100, 150 e 200
ng.mL™) foram preparadas e os valores de pH ajustados para 1,2 e 6,8, utilizando HCI 0,1N e
NaOH 0,2N. Adicionou-se 500 pL da dispersdo de nanoparticulas em 1500 pL de disperséo
de mucina e as misturas foram homogeneizadas e incubadas por 1 hora a 37°C, em banho
termostatico. Em seguida, o potencial zeta das amostras foi determinado em equipamento
Zetasizer Nano-ZS, em triplicata e, os resultados comparados com os valores das amostras
sem adicéo de mucina (ANDREANI et al., 2015).
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5.6.3. Avaliacao da forca e trabalho de mucoadesdo

A forca mucoadesiva das nanoparticulas foi determinada utilizando o Analisador
Universal de Textura (TA-XT2 Texture Analyser - Stable Micro Systems) no modo
compressdo. Como substrato biolégico utilizou-se o tecido intestinal suino, previamente
hidratado em tampéo fosfato (pH 6,8), (VARUM et al., 2010), a 37°C. Sec¢des da mucosa de
aproximadamente 4 cm? foram fixadas no suporte de acrilico, acessorio do equipamento, e

fixado a mesa do analisador.

As amostras liofilizadas foram fixadas, com o auxilio de fita dupla face Scotch®
(3M™) na sonda cilindrica de 10 mm de didmetro (Figura 11). A sonda contendo a amostra
foi movida perpendicularmente em direcdo & mucosa com velocidade constante de 0,5 mm.s™
e, introduzida em 0,5 mm de profundidade, a partir da superficie do tecido, permanecendo em
contato por 120 s. Em seguida, a sonda foi removida em velocidade constante de 0,5 mm.s™
até a total separacao das duas superficies. A partir do gréfico de forca versus distancia, gerado
pelo software Texture Exponent Lite, determinou-se a forca maxima de mucoadesdo, ou seja,
a forca necessaria para separar a sonda com amostra (Fmax) e o trabalho de mucoadesédo

(Tmuc), calculado a partir da area sob a curva do grafico gerado.

Figura 11. Esquema ilustrativo da metodologia utilizada no ensaio de mucoadesdo (A-
disposicao do tecido no suporte, B- amostras fixadas a sonda, C- sistema montado para a analise e D-
analise em andamento).

Fonte: Préprio autor.

5.7. Estudos de dissolucdo do MTX

5.7.1. Estudo de solubilidade do MTX

A solubilidade do MTX foi determinada nos meios utilizados para o ensaio de
dissolucdo — HCI pH 1,2 e tampao fosfato pH 6,8 (USP, 2011). Quantidades de farmaco
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suficientes para se atingir a saturacdo foram adicionadas aos diferentes meios e submetidas a
agitacdo mecénica por 48 horas, em velocidade constante e ao abrigo de luz. Apoés este
periodo, a solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 30 min e o sobrenadante filtrado em
membrana de acetato de celulose 0,45 um. Os sobrenadantes foram diluidos, analisados pelo
método cromatografico validado e, quantificados a partir da equagdo da reta em cada meio
testado. Os testes foram realizados em triplicata.

5.7.2. Determinacao do perfil de liberacao in vitro do MTX

Para avaliacdo do perfil de liberacdo do farmaco incorporado as NPs, realizou-se o
teste de dissolugéo in vitro, em incubadora com agitacdo orbital (digital shaker MA 420 —
Marconi®), a 37 £ 0.1°C, sob agitagdo de 60 rpm, de acordo com a adaptacdo da metodologia
descrita por Noronha e colaboradores (2017) (FERREIRA et al., 2017).

O teste foi conduzido em diferentes meios, buscando mimetizar as variagdes de pH ao
longo do TGI: HCI 0,1 N (pH 1,2) durante 120 minutos e tampéo fosfato (pH 6,8), durante
240 minutos.

De acordo com as condi¢bes sink, um volume da dispersdo de nanoparticulas
respectivo a 8 pg de MTX foi adicionado a 1,1 mL dos respectivos meios de dissolucdo, em
tubos eppendorf e, incubados nas condicdes descritas. Nos tempos pré-determinados, 0 meio
foi coletado, filtrado em membrana de acetato de celulose 0,20 um e a quantidade de farmaco
liberada foi quantificada por meio do método analitico de CLAE, desenvolvido e validado no
item 5.4.

O ensaio foi realizado com as amostras que apresentaram maior eficiéncia de associacao

(item 6.5), em triplicata, para cada tempo de coleta e meio de dissolugéo.

5.7.2.1. Analise da cinética de liberacéo do farmaco

Aos dados da dissolugdo in vitro foram aplicados diferentes modelos matematicos
(Primeira ordem, Weibull, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Hixon & Crowell), utilizando o
software Sigma Plot 10.0, para a avaliacdo do que melhor representasse a cinética de
dissolucdo do MTX e seu mecanismo de liberagdo (COSTA; SOUSA LOBO, 2001; DASH et
al., 2010).
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5.8. Estudos celulares

Os estudos celulares foram realizados durante o periodo de estagio no exterior
(BEPE), financiado pela “Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo”
(FAPESP), junto ao grupo de pesquisa “Nanomedicines and Translational Drug Delivery”
coordenado pelo Prof. Dr. Bruno Sarmento, no Instituto de Inovacéo e Inovacdo em Salde —

13S, da Universidade do Porto, Portugal.

Considerando a sensibilidade do método analitico empregado na quantificacdo do
farmaco, para os testes de viabilidade e permeabilidade celular foi necessario o aumento da
concentracdo polimérica das NPs, a fim de se alcancar maior teor de incorporacdo do
farmaco. No entanto, a razdo polimérica foi mantida de acordo com o item 6.2, a fim de ndo
alterar as propriedades gerais do sistema. Dessa forma, as NPs obtidas foram caracterizadas

guanto ao didmetro, potencial zeta, eficiéncia de associacao e morfologia (item 6.8).

5.8.1. Ensaio de viabilidade celular

O experimento foi realizado com as linhagens celulares colorretais Caco-2 e HT29-
MTX, utilizando o reagente MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo).
Este ensaio de viabilidade ¢ um ensaio colorimétrico, que se baseia na reducdo do sal de
tetrazolium pelo complexo enzimético piruvato desidrogenase, presente na matriz
mitocondrial de células viaveis. Como resultado da redugdo do sal de tetrazolium, que em
solucdo apresenta coloracdo amarela, formam-se cristais de formazan, de cor violeta apés a
solubilizacdo (SCUDIERO et al., 1988).

A concentracdo dos cristais formados é diretamente proporcional a intensidade da
coloracdo e, consequentemente, a concentracdo de células vidveis e, pode ser avaliada
quantitativamente por espectrofotometria (GOES et al., 2012).

Para o ensaio, ambas as linhagens celulares foram cultivadas em frascos individuas,
contendo meio de cultura DMEM completo, de composicéo descrita no item 4.2. As células
Caco-2 e HT29-MTX foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 2x10*
células/poco e 1x10* células/poco, respectivamente e, incubadas & 37°C em atmosfera de CO,
(5%) por 24 h, para a adesé@o e formacao de uma monocamada. Em seguida, o meio de cultura
dos pocos foi removido e as células lavadas 1 vez com tampdo fosfato-salina (PBS, pH 7,4).

Diluicbes em meio de cultura DMEM, do farmaco livre, polimeros e NPs sem e com
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incorporacdo de farmaco, na faixa de concentracdo 0,01 a 100 pg.mL™, foram preparadas e
adicionou-se a cada pogo 200 pL dessas preparagdes. As placas foram incubadas em 37°C,
em atmosfera de CO, (5%) por 4 ou 24 h. Como background utilizou-se 0 meio DMEM e
como controles positivo e negativo as células incubadas com meio de cultura e Triton X-100
1% (v/v), respectivamente. Apds o periodo de incubagdo, as amostras foram removidas e as
células lavadas com PBS (37°C), adicionando-se em seguida a cada poco 200 pL de solugéo
de MTT (0,5 mg.mL™). As placas foram mantidas sob agitacdo, ao abrigo de luz, por 2 a 3
horas. Posteriormente, a solucdo de MTT foi removida e adicionou-se DMSO para a
solubilizacéo dos cristais de formazan, sob agitacéo, por 30 minutos.

A absorbancia foi medida utilizando leitor de microplacas (Biotek Synergy 2,
Winooski, EUA) em 570 e 630 nm (ALMEIDA, 2017; SILVA, 2017) e a porcentagem de

viabilidade celular calculada a partir da Equacao 12.

valor de ABS experimental — valor de ABS do controle negativo
L — 920 _ % 100 (Eq. 12)
valor de ABS do controle positivo — valor de ABS do controle negativo

Viabilidade celular (%) =

5.8.2. Permeabilidade intestinal in vitro

O experimento de permeabilidade foi realizado em monocultura de Caco-2 e co-
cultura tripla de células Caco-2:HT29-MTX:Raji B, de acordo com metodologia previamente
padronizada por Antunes et al. (2013) e Araujo et al. (2013).

Para isso, as linhagens Caco-2 e Caco-2:HT29-MTX (propor¢do 9:1) foram semeadas
no compartimento apical de insertes Transwell (membrana polimérica permeavel e
transparente, poro de 3 pm e area de 4.67 cm?) para placas de 6 pocos, na densidade de 1x10°
células/cm?, para cada poco. As culturas foram mantidas sob as mesmas condic¢des por 14
dias, com troca de meio de cultura a cada dois dias.

Para o acompanhamento da viabilidade celular e formag&o da monocamada realizou-se
a medicdo da resisténcia transepitelial (TEER), utilizando o voltimetro epitelial EVOM
equipado com eletrodo chopstick (World Precision Instruments, EUA). Um inserte contendo
meio de cultura DMEM sem células foi mantido sob as mesmas condi¢es, como um branco
da resisténcia imposta pela membrana permeavel. O valor final de TEER (Q/cm?) ajustado foi

calculado a partir da Equacdo 13.

TEER = (TEER medido — TEER branco) X area inserte  (EQ. 13)

Fernanda I Boni



Materiais e Métodos 68

Apos os 14 dias, adicionou-se ao compartimento basolateral de cada inserte, contendo
as linhagens Caco-2:HT29-MTX, as células Raji B na densidade de 1x10° células/cm?, para
completar a formacdo do modelo triplo. Ambos os modelos foram mantidos em cultivo por
mais 6 a 7 dias, com reposi¢do do meio de cultura DMEM todos os dias, seguido da medicéo
do valor de TEER, até a observagdo da confluéncia da monocamada (ANTUNES et al., 2013;
ARAUJO; SARMENTO, 2013) (Figura 12).

Figura 12. Esquema do desenvolvimento dos modelos celulares utilizados no ensaio de
permeabilidade intestinal in vitro.

Caco-2 . f 14 dias | I | I

Monocultara de Caco-l

Compartimento
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] ’D /D

L'Om[mnmlrr.to
basolateral Caco-2ZHT29-MTX
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> | l 14¢ -, /
?.mB .o, o o - ., &= =

Modelo de co<gultura tripla

Fonte: Préprio autor

Para o ensaio de permeabilidade, o0 meio de cultura do compartimento apical e
basolateral dos insertes foi removido e as células lavadas duas vezes com solucdo balanceada
de Hank’s (HBSS). Os dois compartimentos foram entdo completados com HBSS e mantidos
por 30 min, & 37°C, em incubadora com agitaco orbital (IKA® KS 4000 IC) de 100 rpm, para
0 equilibrio do sistema.

Os estudos foram conduzidos com dispersbes do farmaco livre e NPs com
incorporacdo de MTX, na concentracdo de 100 ug.mL™* em HBSS, em triplicata, para cada
modelo, por 240 min. Nos tempos pré-determinados (5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 min),
retirou-se aliquotas de 200 pL do compartimento basolateral do inserte e o volume foi
imediatamente reposto. Ao final do experimento uma aliquota do meio do compartimento
apical foi coletada para quantificacdo do farmaco ndo permeado (ALMEIDA et al., 2017;
SILVA et al., 2017).

Apbs, os insertes foram lavados 2 vezes com HBSS e incubados sob as mesmas
condigdes descritas anteriormente, por 30 min. As células aderidas & membrana foram entdo

destacadas, utilizando 200 pL de tripsina e, lisadas com 1,5 mL de Triton-X, overnight. O
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lisado de células foi centrifugado por 20 min a 14.000 rpm para a separa¢do dos fragmentos
celulares e o sobrenadante removido e filtrado para a quantificagdo de MTX internalizado ou
associado as células e/ou a camada de muco (SHRESTHA et al., 2016).

O MTX foi quantificado, utilizando leitor de microplacas (Biotek Synergy 2,
Winooski, EUA), por meio de espectrofotometria UV-Vis, em 303 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem de permeabilidade, porcentagem de
farmaco no compartimento apical do inserte e porcentagem associado as células ou camada de
muco.

Calculou-se também a permeabilidade aparente (Papp) utilizando a Equacéo 14:

Papp = A xCAon At (Eq 14)
Em que AQ representa a quantidade de MTX quantificado no compratimento
basolateral (ug), A é a &rea superficial do inserte (cm?), CO a concnetraco inicial de MTX no
compartimento apical do Transwell” (ug/mL) e At representa a duracdo do experimento

(segundos).

5.8.2.1. Microscopia confocal de varredura a laser

Apbs o ensaio de permeabilidade avaliou-se visualmente a confluéncia e integridade
das monocamadas por meio da microscopia confocal, conforme protocolo desenvolvido pelo
grupo. Para isso, as células foram fixadas com paraformaldeido 2% (m/v) por 30 min e
permeabilizadas com Triton X-100 em PBS 0.2% (v/v) por 7 min. O bloqueio foi realizado
utilizando PBST (PBS com 0.05% (v/v) de Tween-20) com 10% (v/v) de soro fetal bovino
(SFB)), por 30 minutos. Para a marcacdo das juncdes paracelulares utilizou-se anticorpo
primario anti-ocludina, produzido em coelhos (1:50, v/v), com incubagdo por 2 h, em
temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se a lavagem e incubagcdo com o anticorpo
secundario correspondente, conjugado a Alexa-Fluor 488 (1:200m v/v), durante 1 hora.
Ambas as diluicdes dos anticorpos foram realizadas em PBST contendo 5% (v/v) de SFB. O
nucleo celular foi contrastado utilizando DAPI (1:1000, v/v) com incubacdo de 1 h, a
temperatura ambiente. Apds a marcacdo, a membrana PET contendo as células foi lavada trés
vezes com PBS e fixada a lamina para analise (LECHANTEUR et al., 2017).
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5.9. Analise estatistica

Utilizou-se a analise de variancia ANOVA, com comparacdo de médias de acordo
com 0 pos teste de Tukey, para o tratamento dos resultados. Foi considerado como

estatisticamente significativo o valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacdo dos materiais e condicdes para obtencao das NPs

Os materiais selecionados para o desenvolvimento do sistema foram avaliados quanto a
massa molecular, segundo coeficiente virial e densidade de carga. A partir dos resultados,

realizou-se a escolha das condi¢Ges mais favoraveis para a formacgéo das nanoparticulas.

6.1.1. Determinacdo da massa molecular e sequndo coeficiente

virial dos polimeros

O conhecimento da massa molecular (Mw) dos polimeros utilizados na obtencédo das
nanoparticulas ¢ fundamental pois esta propriedade pode influenciar as caracteristicas do
sistema desenvolvido tais como conformacdo estrutural, tamanho, forma, eficiéncia de
encapsulacéo e capacidade mucoadesiva. Ja o segundo coeficiente virial (Az € um importante
parametro, obtido da equacdo da reta do grafico de Debye, que descreve a forca de interacao
do polimero com o solvente e pode indicar a disposicdo espacial da cadeia polimérica
(WYATT, 1993; RODEMBUSCH, 2001).

A técnica de espalhamento de luz estatico € uma técnica amplamente utilizada para a
analise das propriedades estruturais dos polimeros em solucéo. Nesta técnica, a intensidade
total de luz dispersa pelas particulas presentes na amostra, durante um tempo médio se
correlaciona com sua respectiva concentracdo (MURPHY, 1997). Dessa forma pode-se
determinar com um Unico experimento a Mw e o0 A,, propriedades estaticas da molécula
solvatada (WYATT, 1993; RODEMBUSCH, 2001).

Como a intensidade de luz dispersa por uma particula é proporcional a sua
concentracdo, a Mw foi obtida a partir do intercepto da reta com a concentracdo zero do
gréafico de Debye (Figura 13).

A QS e o HP apresentaram Mw de 106,38+3,78 kDa e 75,18+3,99 KkDa,
respectivamente, enquanto para o AH a Mw foi de 1294,067+41,94 kDa.

A QS é um polissacarideo linear e, dependendo da fonte de extracdo e processo de
obtencdo, pode apresentar Mw na faixa de 50-2000 kDa (MEERA; ABRAHAM, 2006;
RINAUDO, 2011). De acordo com o resultado, é possivel classificar a QS utilizada na

obtencgéo das NPs, como de baixa massa molecular.
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Figura 13. Gréfico de Debye.
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A QS de baixa massa molecular (LMW) apresenta caracteristicas promissoras para a
aplicacdo no desenvolvimento de nanoparticulas. Comparando-se a QS LMW com a de
elevada massa molecular, esta apresenta maior biodegradabilidade e biocompatibilidade
(CHAE et al., 2005). Gun e coautores (2005) estudaram o efeito da massa molecular da QS no
tamanho de nanoparticulas reticuladas com tripolifosfato (TPP) e observaram que a utilizacdo
da QS de baixa massa molecular reduziu significativamente o tamanho das nanoparticulas.
Efeito semelhante foi observado por Yang e Hon (2009) em estudos com nanoparticulas de
QS reticuladas com TPP para veiculacdo de 5-fluoracil, em que foi relatado o aumento da
esfericidade com a reducdo da Mw da QS (YANG et al., 2014).

O HP analisado € de elevada Mw, o qual apresenta maior resisténcia ao pH &cido e
consequentemente € mais eficiente no desenvolvimento de sistemas que visam o controle das
taxas de liberacdo do farmaco nas porgdes superiores do TGl (MEEHAN, 2006). Wang e
coautores (2004) utilizaram HP na obtencdo de nanoesferas pelo método de evaporagédo do
solvente, alcancando alta eficiéncia de encapsulacdo de ciclosporina e elevado controle das
taxas de liberacdo do farmaco em meio acido (WANG et al., 2004).

O AH é uma glicosaminaglicana capaz de estabelecer ligacOes especificas a receptores
de superficie celular e pode ser constituido de até 10.000 dissacarideos, caracteristica que

confere uma estrutura volumosa e rigida a molécula. Dependendo das caracteristicas, o AH
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pode apresentar diversas funcBes bioldgicas. De acordo com o resultado encontrado, o AH
analisado é de elevada massa molecular. O uso deste tipo de AH é vantajoso no
desenvolvimento de sistemas para liberacdo direcionada a regido colonica, principalmente por
ser biodegradavel, ndo imunogénico e apresentar potencial acdo antiangiogénica,
diferentemente dos AH de baixa massa molecular, os quais funcionam como sinalizadores de
importantes eventos inflamatérios, metastaticos e imunogénicos (LEE; SPICER, 2000;
STERN et al., 2006). Em estudo com nanoparticulas lipidicas revestidas com AH, Mizrahy e
co-autores demonstraram que o aumento da afinidade da ligacdo com os receptores CD44 foi
proporcional ao aumento da Mw. A baixa imunogenicidade dessas nanoparticulas também foi
evidenciada (MIZRAHY et al., 2011).

Os valores de A, obtidos foram 0,002435+ 9,12.10° mL.mol/g® para a QS, 0,0136z
9,9.10* mL.mol/g® para o HP e 0,0702+ 8,51.10"° mL.mol/g® para o AH.

Quando o valor de A, é positivo, considera-se que a interacdo polimero-solvente é
grande e o solvente escolhido é adequado para a solvatacdo das cadeias poliméricas. Caso
ocorra forte interacdo polimérica inter e intramolecular, o valor de A, serd negativo,
consequentemente o solvente escolhido favorece a aglomeracdo molecular (MURPHY, 1997;
RODEMBUSCH, 2001).

Para todos os polimeros analisados os valores foram positivos, portanto, os solventes
utilizados sdo adequados para a posterior utilizacdo na obtencdo das nanoparticulas, ja que
devem minimizar a agregacdo intermolecular, tornando os grupamentos amina da quitosana e
carboxila do AH e HP mais disponiveis para a interacdo eletrostatica e formacdo das
particulas durante o processo de complexacdo (VALENTE et al., 2005).

6.1.2. Escolha do valor de pH para o desenvolvimento das NPs

Os CPEs sdo formados a partir da mistura de, ao menos, dois polieletrolitos de cargas
opostas, em meio aquoso. O processo de complexacdo ocorre de forma difusa e aleatoria,
levando a formacdo de uma malha hidrofilica, eletronicamente carregada (BERGER et al.,
2004; SCHATZ et al., 2004; PEDREIRO, 2016).

Dentre os parametros que podem influenciar a formacéo e as propriedades dos CPEs,
pode-se destacar a densidade de carga polimérica, uma vez que para que a reacdo de
complexacdo ocorra deve haver uma forte interacdo entre 0s grupamentos ionizados dos
polimeros (BUCHHAMMER et al., 2003; PICONE; CUNHA, 2013).
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A densidade de carga do polimero depende de sua ionizacdo, a qual pode ser
controlada pelo pH do meio de disperséo.
Dessa forma, realizou-se o estudo do potencial zeta dos polimeros em funcdo do pH

do meio, resultando no perfil representado na Figura 14.

Figura 14. Influéncia do valor de pH no potencial zeta dos polimeros.
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Para os valores de pH entre 3 e 5,5, a QS apresentou valores de potencial zeta entre
+50 mV e +45 mV e uma reducdo da densidade de carga foi observada a partir do valor de pH
6,0, alcangando +6,5 mV em pH 7,5. A redugédo do potencial zeta observada deve-se ao valor
de pKa da QS (~6,0) (RINAUDO, 2011; PICONE; CUNHA, 2013). Em valores de pH
proximos ao pKa, a reducdo da carga positiva € resultante da desprotonacdo dos grupamentos
amino primarios da QS.

Diferentemente, o AH é um polissacarideo aniénico, devido a ionizacdo dos
grupamentos carboxilicos das unidades de acido-B-glicurénico, em valores de pH acima do
seu valor de pKa ~3,0. A partir do valor de pH 3,5, houve aumento significativo da densidade
de carga negativa do AH, para a faixa de -35 mV.

Devido a limitagcdo de solubilidade do HP, em valores de pH inferiores ao seu pKa

(~5,3), a analise foi realizada em valores de pH de 5,3 a 7,5. O grau de substituicdo dos
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grupos alcoxi e carboxibenzoila determina as propriedades desse polimero, dentre elas a
solubilidade, proveniente da dissociacdo dos respectivos &cido carboxilicos presentes nos
substituintes (MEEHAN, 2006). Com o estudo do HP utilizado, ndo observou-se significativa
alteracdo de potencial zeta, que foi mantido em torno de -10 mV na faixa de pH 5,3-7,5.

Para que ocorra a formagdo dos CPEs, os polimeros devem apresentar elevada
densidade de cargas opostas, reduzindo as interacGes intramoleculares e favorecendo a
interacdo eletrostatica intermolecular. Portanto, foi selecionado o pH 55 para p

desenvolvimento das NPs.

6.2. Desenvolvimento das NPs

A associagdo dos polimeros explorada nesse trabalho foi uma estratégia racional para
se agregar ao sistema as propriedades favordveis de cada um dos materiais como as
propriedades mucoadesivas da QS e a possibilidade de funcionalizacdo com o AH,
possibilitando uma interacdo mais especifica com as células intestinais e tumorais. A
incorporacdo do HP, um polimero com solubilidade pH dependente, por sua vez, foi realizada
com objetivo de prevenir a degradacdo do sistema no ambiente acido do estdbmago, apds a
administracdo oral, uma vez que a terapia vetorizada para o célon pode permitir regimes
posologicos alternativos, exposicdo continua das ceélulas/tecidos ao farmaco, em
concentracdes mais seguras (WIN; FENG, 2005; CARBINATTO et al., 2012; SOARES et al.,
2013; MENEGUIN et al., 2014; PREZOTTI et al., 2014).

Considerando as vantagens inerentes a técnica e as propriedades fisico-quimicas destes
polimeros, utilizou-se para obtencdo dos sistemas de liberacdo a técnica de complexacdo
polieletrolitica (CUl; MUMPER, 2001; TIYABOONCHAI; LIMPEANCHOB, 2007; LIU et
al., 2008; CHEN et al., 2011).

No presente estudo, a QS utilizada, como descrito no item 6.1.1, é de baixa massa
molecular e de alto grau de desacetilacdo (90%), caracteristicas que conferem alta densidade
de carga positiva e uma conformacdo estrutural mais rigida (KAWAHARA et al., 2003;
Pedreiro, 2016). Em comparagdo a QS, o AH apresenta menor densidade de carga negativa
(item 6.1.2), devido ao teor de acido glicurdnico de 46,62% (dado do fabricante). Entretanto,
é um polissacarideo de elevada massa molecular que em meio aquoso, em concentracoes

maiores que 0,1%, assume uma conformacdo enovelada randémica, semiflexivel e estavel,
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proveniente das interacOes entre suas cadeias laterais (HARGITTAI; HARGITTAI, 2008;
BECKER et al., 2009; PAN et al., 2013).

O HP apresenta 31% de grupamentos ftalil. Sua conformacdo molecular dependente
principalmente do pH do meio, em valores abaixo de 5,3 as moléculas de HP se organizam
como esferas rigidas, formando precipitados, enquanto que em valores superiores as
moléculas se arranjam de forma aleatéria (MEEHAN, 2006).

A compreensdo dessas caracteristicas dos materiais e da organizacdo espacial das
macromoléculas em solucdo pode auxiliar no entendimento de sua organizacao durante o processo
de complexacdo e formacdo da estrutura supramolecular do sistema.

Baseado na teoria de formacdo dos CPEs e nas caracteristicas dos polimeros, citadas
anteriormente, é possivel admitir que durante a formacao das nanoparticulas, apesar de menor
densidade de cargas do AH, sua elevada massa molecular associada a uma conformagéo
aleatdria permita a interacdo eletrostatica com diversas moléculas de QS, as quais apresentam
elevada densidade de cargas positivas, porém estrutura mais rigida (SCHATZ et al., 2004).
Para as particulas contendo HP, o polimero devera interagir com o sistema QS:AH pré-

formado, depositando-se ao redor e no interior da matriz (Figura 15).

Figura 15. Representacdo esquematica da formacdo das nanoparticulas.
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Fonte: Préprio autor.

Na fase preliminar de desenvolvimento, a formagdo das NPs foi conduzida utilizando-
se diferentes proporcGes poliméricas (Tabela 3), sem adicdo de farmaco. Realizou-se entdo

uma analise macroscopica das dispersdes formadas. Para a classificacdo visual utilizou-se 0s
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seguintes critérios: A para agregado, O para dispersdo opalescente e L para limpido (Figura
16).

Figura 16. Classificacdo visual das nanoparticulas: (A) agregado; (O) opalescente e (L)
limpido.

Fonte: Préprio autor.

Tabela 3. Avaliagdo visual da influéncia da variagdo de propor¢do polimérica na aparéncia
das dispersoes.

Proporc¢éo QS:AH:HP
(m/m/m)
1:1:0
1:0,5:0
1:0,2:0
1:0,1:0
1:1:1
1:0,5:0,5
1:0,2:0,2
1:0,1:0,1
1:1:2
1:1:5
1:1:8
1:1:10
1:1:12
1:1:20

Classificacdo visual

>>>>P>P>0O0O00OCr00O0Tr

A mistura das dispersdes de QS e AH sob agitacdo magnética, em todas as proporgdes
testadas, exceto 1:1:0, permitiu a formacao dos sistemas particulados, que pdde ser detectado

visualmente pelo efeito de turvacdo do meio.
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Para as amostras contendo QS:AH:HP, houve a formacéo de agregados para todas as
amostras com maior proporcdo do polianion, em relacdo & QS. Provavelmente, as particulas
obtidas formadas com a mistura de QS:AH apresentavam carga positiva em excesso, pela
maior proporcdo de QS. A medida que o HP foi adicionado ao sistema, a densidade de carga
foi reduzida, aproximando-se do potencial zeta nulo (ponto isoelétrico). Consequentemente,
houve a reducdo da repulsdo eletrostatica entre as particulas, induzindo uma forte e réapida
agregacdo secundaria das particulas por meio de interagbes fracas, ocasionando uma
separacao de fase macroscopica, caracterizada por um sobrenadante limpido e um precipitado
volumoso (MAKHLOF et al., 2011).

Para adicdo do farmaco e posterior caracterizacdo do sistema, foram selecionadas as
particulas com maior propor¢do de QS em relacdo aos polimeros anibnicos, as quais
visualmente apresentaram a caracteristica opalescente.

Considerando a importancia das cargas superficiais no processo de complexacédo, a
incorporagdo do MTX ao sistema foi realizada com base em seus trés valores de pKa: 3,36;
4,70 e 5,71. Em valores de pH entre 4,7 e 3,36, 0 MTX é praticamente insollvel por estar na
forma zwitteridnica (Figura 17), no entanto ao adiciona-lo na solucdo de QS de valor de pH
5,5, provavelmente ocorre o predominio de cargas negativas na molécula, favorecendo a
interacdo eletrostatica com o polication e, consequentemente sua incorporacdo no sistema, de
acordo com a teoria de formacdo dos CPEs (RAHMAN et al., 1998).

Figura 17. Estrutura quimica e formas ionizadas do MTX.

pKa 3,36 " ¢ pKa 4,70 s - pKa 5,71

Fonte: Préprio autor.

Apos a adicdo do MTX aos sistemas selecionados, o pH e aparéncia opalescente foi
mantida. Cada amostra foi denominada utilizando o prefixo N seguido de AH para as NPs
contendo QS:AH ou HP para aquelas contendo QS:AH:HP, o nimero na sigla representa a

proporcdo de AH ou AH:HP, no sistema. A auséncia de farmaco foi indicada com sufixo -0,
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para as NPs contendo 1% de MTX utilizou-se o sufixo -1 e para as contendo 5% de MTX, o
sufixo -5, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Nomenclatura e composicao das nanoparticulas.

Concentracao de

Sigla (QS:AH:HP) farmaco (%)
NAHO0,5-0 1:0,5:0 0
NHP0,5-0 1:0,5:0,5 0
NHPO,5-1 1:0,5:0,5 1
NHPO,5-5 1:0,5:0,5 5
NAHO,2-0 1:0,2:0 0
NAHO,2-5 1:0,2:0 5
NHPO,2-0 1:0,2:0,2 0
NHP0,2-1 1:0,2:0,2 1
NHP0,2-5 1:0,2:0,2 5
NAHO,1-0 1:0,1:0 0
NAHO,1-5 1:0,1:0 5
NHPO0,1-0 1:0,1:0,1 0
NHPO0,1-1 1:0,1:0,1 1
NHPO0,1-5 1:0,1:0,1 5

6.3. Caracterizacdo das nanoparticulas

6.3.1. Andlise de tamanho, PDI e potencial zeta

Entre os principais desafios no desenvolvimento e desempenho de NPs, como sistema
de liberagéo vetorizada de farmacos, destaca-se a obtengdo de um sistema fisicamente estavel
e com diferencial interacdo bioldgica (Kumari et al., 2010). Neste sentido, a modulacdo de
caracteristicas como tamanho da particula e potencial zeta pode, além de conferir a
estabilidade desejada ao sistema pode favorecer as interacbes na nano-biointerface (WIN;
FENG, 2005; NEL et al., 2009).

Diversos fatores podem influenciar o tamanho e potencial zeta das particulas, como o
material utilizado, a concentragdo polimérica e o grau de complexagdo (AVADI et al., 2010).

Como demonstrado na Figura 18, as NPs compostas por QS:AH apresentaram
didmetro médio entre 426,53 e 519,08 nm. Para as compostas por QS:AH:HP, o diametro
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manteve-se na faixa de 451,73 a 574,95 nm, indicando que a adi¢cdo de HP a matriz ndo

alterou de forma significativa o tamanho das NPs (p>0,05). Entre essas amostras, a NHP0,1-0

apresentou menor diametro médio (451,73 nm), comparado a NHP0,5-0 e a NHPO0,2-0
(574,95 nm e 495,73 nm, respectivamente) (p<0,05).
O PDI das amostras sem adicdo de MTX variou de 0,26 a 0,33 (Figura 18),
demonstrando a homogeneidade na distribui¢do de tamanho, ja que valores de PDI acima de
0,5 classificam os sistemas como polidispersos (GAUMET et al., 2008; AVADI et al., 2010).

Figura 18. Diametro médio (nm) representado pelas barras e indice de polidispersdo
representado pelos pontos das nanoparticulas com e sem adicdo de farmaco.
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Da mesma forma, as nanoparticulas com adicdo de MTX foram analisadas e o0s

resultados estdo também apresentados na Figura 18.

A adigdo de MTX néo alterou de forma significativa o didmetro médio das amostras

NAHO0,2-5 e NAHO0,1-5, em contrapartida, em todas as amostras compostas por QS:AH:HP, a
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adicdo do farmaco provocou uma reducdo significativa nos didmetros médios (p<0,05), que
variaram de 216,83 a 345,03 nm (Figura 18).

O MTX, no valor de pH da dispersdo polimérica, apresenta-se carregado
negativamente. Possivelmente, o farmaco promoveu pontos adicionais de interacdo
eletrostatica entre os grupamentos ionizaveis dos polimeros, causando um rearranjo das
cadeias poliméricas e a formacdo de uma malha mais compacta e consequentemente uma
particula de menor tamanho (KULKARNI et al., 2011; ABOLMAALI et al., 2013).

Observou-se ainda, que o aumento da concentracdo de MTX de 1% para 5%
promoveu um discreto aumento no didmetro médio das particulas (Figura 18), provavelmente
pelo maior nimero de moléculas de farmaco disponiveis para ocupar 0s espacos intersticiais
da malha polimérica, expandindo sua estrutura (PREZOTTI et al., 2012).

O valor de PDI observado para essas amostras variou de 0,21 a 0,39, indicando
homogeneidade da distribui¢do de tamanhos, mesmo apds a associagdo do MTX (Figura 18).

A reducdo no didmetro das nanoparticulas, apos a incorporacdo do farmaco, pode
representar uma vantajosa caracteristica, considerando que particulas com didmetro na faixa
de 200-500 nm, devem estabelecer interacbes mais fortes e por periodos mais longos com a
mucina (SOSNIK et al., 2014). Além disso, o reduzido tamanho (<500 nm) pode resultar no
aumento da internalizacdo celular (SHANG et al., 2014).

Em relacdo ao potencial zeta, as amostras sem adi¢do de MTX, apresentaram elevada
densidade de carga positiva, com valores entre +33,80 e +26,07 mV, como pode ser
observado na Figura 19.

As NPs obtidas podem ser consideras estaveis, uma vez que valores elevados de
potencial zeta, em mddulo na faixa de 30 mV, indicam formulacdes fisicamente mais estaveis,
pois h& repulséo eletrostatica entre as particulas, prevenindo a agregacdo (PARVEEN;
SAHOO, 2010).

Nas particulas compostas por QS:AH, a elevada carga positiva, mesmo apés a adi¢ao
de farmaco, deve ser resultante do maior numero de grupamentos amina protonados livres da
QS, que ndo interagiram com os grupamentos COO- do AH e do MTX.

A partir da Figura 19, também é possivel observar que as nanoparticulas contendo HP
apresentaram menor valor de potencial zeta (p<0,05). Dessa forma, a reducdo do potencial
zeta observada para as NPs compostas de QS:AH:HP, pode indicar que houve a incorporacgéo

do polimero gastrorresistente a matriz.
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Figura 19. Potencial zeta das nanoparticulas com e sem adi¢do de HP e MTX.
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A incorporacdo de MTX as NPs compostas por QS:AH:HP resultou em uma reducéao
significativa nos valores de potencial zeta (p<0,05), em comparagdo com as amostras sem
farmaco, permanecendo entre +19,88 e +25,30 mV, como pode ser observado na Figura 19.

A concentracdo de farmaco de 1% para 5% ndo alterou de forma significativa o
potencial zeta das amostras (p>0,05).

A carga superficial das particulas desempenha um papel importante no processo de
interacdo com a membrana celular, de caracteristica anidnica devido a presenca de
proteoglicanas com grupamentos livres como o acido sialico.

Portanto, o potencial zeta positivo das NPs contendo MTX é desejavel, por favorecer
uma forte adesdo a superficie das células, facilitando consequentemente a translocacdo da
particula através da membrana por endocitose (ALBANESE et al., 2012).
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Villanueva e coautores (2009), em estudo com nanoparticulas magnéticas, avaliaram
que as particulas revestidas com polimero catibnico apresentaram elevadas taxas de
internalizacdo em células de adenocarcinoma cervical, comparando-se com as nanoparticulas
neutras e aniénicas (VILLANUEVA et al., 2009).

6.3.2. Analise de morfologia das nanoparticulas

A microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV) é uma técnica versatil
para analise de forma e tamanho de materiais sélidos, micro e nanoestrurados. Possui alta
resolucdo e fornece imagens em que a aparéncia tridimensional da amostra pode ser
observada, como resultado da grande profundidade de campo. Contudo, a imagem € capturada
sob alto vacuo, o que requer tratamento prévio da amostra (DUBES et al., 2003; GAUMET et
al., 2008).

Neste estudo, além da morfologia, avaliou-se o tamanho das particulas a partir das
imagens, com base no didmetro de Feret a 0°, o qual é determinado a partir da distancia média
estabelecida entre duas linhas paralelas tangenciais ao perimetro projetado da particula
(WALTON, 1948).

A solucdo de Tween 20 utilizada na diluicdo das amostras foi avaliada para garantir
que ndo houvesse interferancia na avaliacdo das estrtura das nanoparticulas, com por exemplo
a formacdo de micelas do surfactante. Como pode ser observado na Figura 20, ndo houve

formacdo de nenhuma estrtura que pudesse interferir na visualizacdo do sistema.

Figura 20. Fotomicrografia da solucdo de Tween 20 utilizada como meio de dilui¢do das
amostras, nos aumentos 25.000x e 50.000x.
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Seguindo o estudo com as amostras QS:AH:HP, a partir das fotomicrografias obtidas é
possivel observar a escala nanométrica e a forma esférica da nanoparticulas, sem adi¢éo de
MTX (Figura 21).

Figura 21. Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas sem farmaco, aumento
25.000x e 50.000x. A: NHP0,5-0; B: NHPO0,2-0; C: NHPO,1-0.

Para as nanoparticulas contendo MTX, as fotomicrografias estdo apresentadas na
Figura 22.

E possivel observar que a adigdo de farmaco ndo alterou a estrutura das particulas, que
manteve-se esférica, assim como a escala hanométrica. No entanto, comparando-se com a
Figura 21, é possivel observar a presenca de uma maior variedade de tamanhos de particula,

provavelmente devido a incorporacdo do farmaco a matriz.
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E possivel sugerir também que houve maior aglomeragdo dessas amostras, em
comparagao com as sem farmaco, possivelmente pela reducdo do potencial zeta observada no

item 6.3.1 e, consequentemente da repulsdo entre as nanoparticulas.

Figura 22. Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas, aumento 25,000x e
50,000x. A: NHPO0,5-1; B: NHPO0,5-5; C:NHPO0,2-1; D: NHP0,2-5; E: NHPO,1-1 e F: NHPO,1-
5.

Baseando-se nas imagens, realizou-se a medida do diametro de Ferret 0° para 100
nanoparticulas, determinando-se os perfis de distribuicdo granulométrica das amostras sem
(Figura 23) e com adicdo de MTX (Figura 24).

Como é possivel observar na Figura 23, as amostras NHPO0,5-0 e NHPO0,2-0,
apresentaram perfis de distribuicdo semelhantes. A amostra NHPO,1-0 com menor proporgéo
de polimeros anibnicos, apresentou 42% das particulas na faixa de tamanho de 60 a 80 nm,
enquanto a NHP0,5-0 e NHPO0,2-0 apresentaram maior frequéncia de 22,5% e 25% das
particulas na faixa de 100 a 120 nm e 120 a 140 nm, respectivamente.

Os perfis representados na Figura 23 evidenciam diametros aproximadamente cinco
vezes menores do que os obtidos pela técnica de espalhamento de luz dindmico, para todas as
amostras.

Observa-se na Figura 24, que mesmo com a adi¢do de MTX, as amostras NHPO,5-1,
NHPO0,5-5, NHP0,2-1 e NHPO0,2-5 continuaram apresentando perfis de distribuicdo
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semelhantes, enquanto as amostras NHPO,1-1 e NHPO,1-5, apresentaram distribuicfes de

tamanho mais heterogéneas.

Figura 23. Distribuicdo granulométrica das nanoparticulas sem adi¢cdo de MTX.
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Os resultados estdo em acordo com os obtidos utilizando a técnica de espalhamento de
luz, observando para as nanoparticulas contendo MTX, a distribuicdo de tamanhos deslocada
para uma faixa de diametros menores.

Contudo, as Figuras 23 e 24 evidenciam diametros menores do que os obtidos pela
técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS). A técnica de DLS é uma técnica
hidrodindmica que realiza as medidas quantitativas de tamanho de acordo com a mobilidade
da particula, ou seja, com seu coeficiente de difuséo.

Portanto, para a analise, as nanoparticulas encontravam-se dispersas em meio liquido e
por serem estruturas compostas por polimeros hidrofilicos ionizaveis, podem permitir a
acomodacédo das moléculas do liquido entre os segmentos locais das cadeias, promovendo
assim a expansdo do sistema. Dessa forma, os maiores didmetros das nanoparticulas avaliadas

no item 6.3.1 sdo justificaveis e, considerando que no organismo, com a presenca de fluidos
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fisiologicos, provavelmente a matriz polimérica estard intumescida, nesse estudo, foram

assumidos os valores de didmetro obtidos pela técnica de DLS.

Figura 24. Distribuicdo granulométrica das nanoparticulas contendo MTX.

NHMLS ) NI 44

| NHPL | NP2

Assim, apesar da técnica de MEV ser eficaz para a andlise morfoldgica das
nanoparticulas, deve-se considerar que o processamento da amostra pode ser um interferente

ao utilizd-la como técnica para a avaliacdo do tamanho.
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6.3.3. Espectroscopia de absorcdo na regidao do infravermelho

av)

Todos 0s compostos organicos, assim como 0s inorganicos, que apresentam ligacoes
covalentes absorvem diversas frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do IV. Esta
regido envolve comprimentos de onda localizados entre os associados a luz visivel e a micro-
ondas, interessando na area da quimica analitica, a regido vibracional do IV. Cada tipo de
ligacdo da molécula apresenta sua propria frequéncia de vibracdo que pode variar entre 0s
diferentes compostos pelo ambiente molecular em que se encontram. Dessa forma, cada
composto apresenta seu proprio espectro infravermelho, funcionando como uma forma de
impressdo digital, tornando a espectroscopia de absorcdo na regido do IV uma importante
ferramenta de identificacdo estrutural (PAVIA et al., 2010).

Os espectros do MTX, HP, AH e QS estdo representados na Figura 25.

Figura 25. Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho do farmaco (MTX) e
polimeros (HP, AH e QS) que compde as nanoparticulas.
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Na analise do MTX, é possivel observar duas bandas largas de absorcao entre 3400 e
3150 cm™ referentes ao estiramento N-H da amina primaria alifatica e a hidroxila (OH) do

4cido carboxilico. Em aproximadamente 1650 cm™ observou-se absorcdo referente ao
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estiramento C=C do anel aromético e em 1608 cm™, absorcdo referente a vibracdo N-H da
amida. Na regido de 1641 cm™ evidencia-se a banda de absorcdo da ligacdo C=0 e, em 1240
cm 7 a banda atribuida & absorgdo do estiramento C-N e 1470 cm™ referente aos anéis
aromaticos (CHADHA et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

No espectro do HP observou-se uma banda larga entre 3500 e 3250 cm™ referente a0
estiramento do grupo OH. Também foi identificado, em aproximadamente 2800 cm™, a
absorcéo atribuida a ligacdo CH de hibridizacdo sp®. Em 1725 cm™, observa-se a banda forte
caracteristica da ligacdo C=0 da funcéo éster que provavelmente se sobrepde ao estiramento
C=0 do 4cido carcoxilico. Entre 1600 e 1500 cm™ observa-se uma banda de baixa intensidade
do estiramento C=C do anel aromaético.

Préximo a 1260 cm™, a absorcdo da ligacdo C-O de éster, em aproximadamente 1100
cm™, a banda bem definida referente a C-O da funcéo éter e uma banda fraca em 690 cm™
caracteristica do anel aromatico orto-dissubstituido fora do plano podem ser observadas
(PEDREIRO, 20186).

Para o AH, estavam presentes no espectro a banda do estiramento OH entre 3500 e
3250 cm™, em 2850 cm™, a banda de baixa intensidade atribuida ao estiramento C-H. O sinal
do estiramento C=0 do &cido carboxilico em 1625 cm™ provavelmente sobrepde a ligacéo
C=0 da funcdo amida secundaria que também apresenta banda caracteristica de estiramento
C-N e dobramento N-H, em aproximadamente 1490 cm™. Em 1125 cm™ observa-se a banda
de baixa intensidade provavelmente referente a ligacdo assimétrica C-O-C do grupo
glicosidico e, em aproximadamente 1000 cm™, a absorcdo de elevada intensidade pode ser
atribuida ao estiramento C-O (HAXAIRE et al., 2003; REDDY; KARUNAKARAN, 2013).

Para a QS, observou-se bandas entre 3500 e 3250 cm™ referente ao estiramento do
grupo OH, em 1680 cm™ a banda atribuida a (-CO)NH, da amida priméria, em 1580 cm™
referente & deformacéo axial do grupamento NH, e, bandas na entre 1100 e 850 cm™
referentes a estrutura polissacaridica (Figura 25) (LI et al., 2013; PEDREIRO, 2016).

Ap0s a andlise dos materiais isolados, as nanoparticulas sem adi¢do de farmaco foram
avaliadas e os espectros correspondentes encontram-se representados na Figura 26.

Em relagdo aos polimeros livres, é possivel observar alteracdes para os espectros de
absorcdo das nanoparticulas, sendo que as trés amostras analisadas foram muito semelhantes.

Os grupamentos ionizaveis dos polimeros QS, AH e HP estdo envolvidos no processo

de complexacdo e formacédo das particulas. Neste sentido, buscou-se avaliar a interferéncia
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nas frequéncias de absorcdo, com deslocamentos de bandas e surgimento de novas bandas,
que possam indicar a ocorréncia das interagdes intermoleculares.

Figura 26. Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho das nanoparticulas sem
adicao de farmaco.
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Na QS, a ligacéo eletrostatica ocorre por meio dos grupamentos (-CO)NH, e NH;, que
de acordo com a Figura 25, apresentam bandas caracteristicas em 1680 e 1580 cm™.

Na Figura 26, é possivel observar um deslocamento dessas bandas caracteristicas, para
aproximadamente 1620 e 1530 cm™, respectivamente, indicando a interagdo da QS com os
polianions. Como resultado dessa interacdo ha a formacdo de +NH3, confirmada pela banda
de absorcéo em aproximadamente 3350 cm™.

Em relagdo aos polimeros anidnicos, a formacgéo de ligagdes intermoleculares pode ser
indicada por duas bandas observadas na faixa de 1725 cm™, atribuidas a ligacdo C=O,
presentes no HP e, 1490 cm™ caracteristica do AH. A reducéo significativa da intensidade
dessas bandas, comparadas aos espectros dos polimeros livres, é um forte indicio do processo
de complexacéo e formacdo de ligacbes de hidrogénio indicadas pelo surgimento da banda em
aproximadamente 1050 cm™ (SARMENTO; RIBEIRO; VEIGA, et al., 2007; PAVIA et al.,
2010).
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Com o objetivo de avaliar a incorporagdo do farmaco MTX ao sistema, 0s espectros de
absorcdo na regido do 1V das NPs com farmaco foram obtidos e estdo representados na Figura
27.

Considerando que o MTX, quando adicionado a solucdo de QS (valor de pH 5,5),
apresenta seus grupamentos carboxila ionizados, favorecendo a complexagéo via interagoes
eletroliticas com os grupamentos amina e amida protonados da QS, devem ser estabelecidas
em seguida interacdes com os polimeros anidnicos por meio de ligacGes de hidrogénio e
hidrofobicas. Dessa forma, buscou-se evidencias dessas interacdes nos espectros de absorcéo

na regido do infravermelho das nanoparticulas com MTX.

Figura 27. Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho das nanoparticulas com
adicao de farmaco.
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Para todas as amostras observou-se um aumento da intensidade da banda em 3350 cm’

! que pode indicar a formagdo de +NH3, resultante da interacéo entre o farmaco e a QS,
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sobreposta a banda referente a amina primaéria alifatica do MTX. Observou-se também, maior
intensidade da banda entre 1490-1470 cm™, possivelmente como resultado da sobreposicao da
absorcéo dos anéis arométicos do MTX e ligagdo C=0 do AH e da banda em 1050 cm™ como
resultado da formacédo de maior numero de ligacdes de hidrogénio entre farmaco e polimeros.

Nas amostras NHP0,5-1 e NHPO0,2-5 que apresentam maior proporcdo dos polimeros
AH e HP, observou-se, ainda, uma reduco significativa da banda em 1530 cm™, o que pode
estar relacionado a maior incorporacdo do farmaco nestas NPs.

Como os grupamentos caracteristicos do MTX apresentam absorcdo em regides
semelhantes a dos polimeros, ndo foi observado o surgimento de novas bandas nos espectros
das nanoparticulas, porém a influéncia na intensidade de absor¢do em algumas regides sugere

a incorporagdo do MTX ao sistema.

6.3.4. Difracdo de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica ndo destrutiva, muito utilizada para a
caracterizacdo e anélise da estrutura cristalina dos materiais. Diversas propriedades fisicas sdo
dependentes da organizacdo molecular das substancias, como exemplo a solubilidade, a qual

pode ser alterada durante o processamento dos materiais, por alteragcdes na sua organizacao.

Portanto, no desenvolvimento de novos sistemas o estudo da estrutura cristalina dos
componentes da matriz e do material final é necessario (KARJALAINEN et al., 2005;
PREZOTTI et al., 2012).

A técnica baseia-se na projecdo de um feixe de raios X monocromatico sobre o0s
atomos que compde o material, em um angulo teta. A difracdo do feixe incidido é resultante
da combinacdo de dois fendmenos, o espalhamento de cada atomo individualmente e da
interferéncia entre as ondas espalhadas por esses atomos. Pela variacdo do angulo teta as
posic¢Oes angulares e intensidades dos picos difratados resultantes da radiacdo produzem um
padrdo, o qual é caracteristico de cada material (SAMPATH et al., 2012).

As andlises de DRX foram realizadas com o objetivo de caracterizar a estrutura
cristalina dos polimeros e nanoparticulas poliméricas
A Figura 28 apresenta os difratogramas de raios X para a QS, AH, HP e MTX.

A QS é um polimero semi-cristalino, sendo possivel observar dois picos em torno de
10° ¢ 20° (20), relacionados aos cristais anidros (SONG et al., 2010). O AH e o HP néo
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exibiram picos de cristalinidade em seu difratograma, j& que sdo polimeros
predominantemente amorfos (Figura 28) (WANG et al., 2005).

Figura 28. Difratogramas de raios X dos polimeros QS, AH, HP e MTX .
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O difratograma de raios X do MTX apresentou picos de cristalinidade de maior
intensidade na regido de 9° a 35° (Figura 28). Essa regido de maior intensidade esta
relacionada ao tipo de estrutura do cristal de farmaco. Considerando que o0 MTX apresenta
polimorfismo, pode-se observar outros difratogramas tipicos de acordo com o0s niveis de
organizacao de suas moléculas e estrutura formada.

De Oliveira (2013) e Garcia (2014), apresentaram difratogramas do MTX semelhantes
ao obtido, classificando o farmaco como MTX trihidratado (DE OLIVEIRA et al., 2013;
GARCIA, 2014).

Os difratogramas de raios X das nanoparticulas sem MTX estdo demonstradas na
Figura 29.
Os difratogramas das nanoparticulas indicam a formacdo de estruturas com maior

cristalinidade, sugerindo que o processo de complexagdo possivelmente causou um rearranjo
estrutural dos polimeros, que apresentavam a caracteristica semi-cristalina (QS) e amorfa (AH
e HP).
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Essa estrutura cristalina indica maior grau de empacotamento e organizagdo molecular,
que pode favorecer o aprisionamento do farmaco, alterando a solubilidade e/ou reduzindo as
taxas de liberacdo (JEONG et al., 2003).

Figura 29. Difratogramas de raios X da nanoparticulas NHP0,5-0, NHPO0,2-0 e NHPO0,1-0.
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As nanoparticulas contendo MTX também foram analisadas e os resultados estdo
demonstrados na Figura 30.

Figura 30. Difratogramas de raios X das nanoparticulas contendo farmaco.
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Os difratogramas de raios X observados foram semelhantes para as diferentes NPs,
ndo sendo possivel observar o aparecimento de novos picos de cristalinidade com a adi¢éo do
farmaco, provavelmente devido a maior concentracdo de polimeros em relagdo ao farmaco.

Contudo, é possivel verificar a manutengéo dos picos caracteristicos de fase cristalina,
que indicam a formacdo e manutencdo da estrutura cristalina com maior grau de

empacotamento e organizagdo molecular, mesmo apos a incorporacéo do MTX.

6.4. Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de MTX por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

6.4.1. Conformidade do sistema cromatografico

A Figura 31 apresenta o espectro de absorcdo do MTX na regido do UV, em fase
movel (tampdo acetato de amonio:metanol 70:30) com méaxima absor¢do no comprimento de
onda de 303 nm.

Figura 31. Espectros de absorcéo na regido do ultravioleta do MTX em fase movel.

Ap0s a avaliacdo do espectro do farmaco e comprimento de onda de méxima absorgéo,
em 303 nm, a conformidade do método cromatografico foi avaliada e os resultados obtidos
estdo descritos na Tabela 5.

O ndmero de pratos tedricos obtidos foi superior a 2000, como recomendado e, as
médias dos valores dos fatores de assimetria e de cauda estdo abaixo do limite preconizado de

2,0, demonstrando que o metodo desenvolvido é adequado para a quantificagdo do MTX.
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Tabela 5. Parametros da anélise de conformidade do sistema cromatografico desenvolvido
para analise de MTX.

. A Simetria Fator de n° de pratos
Injegoes R Area do pico 10% cauda tec’)rFi)cos
1 3,206 1510,300 1,162 1,200 2838
2 3,206 1510,400 1,165 1,200 2835
3 3,199 1472,800 1,180 1,226 2852
4 3,196 1514,100 1,192 1,231 2902
5 3,194 1515,200 1,182 1,221 2901
Média 3,200 1504,560 1,176 1,216 2865,6
DP 0,006 17,888 0,012 0,015 33,40
D.P.R % 0,175 1,189 1,063 1,207 1,165

Da mesma forma, como demonstrado na Tabela 5, verificou-se precisdo entre 0s
valores de tR e area dos picos cromatogréaficos, cujos D.P.R% se encontram abaixo de 2%
(BRASIL, 2003; USP, 2011).

Para demonstrar a resolucdo e a simetria do pico correspondente a0 MTX, 0s

cromatogramas das cinco injecGes, obtido pelo método proposto, foram sobrepostos e estdo

representados na Figura 32.

Figura 32. Cromatograma do MTX (25 pg.mL-1) obtido pelo método cromatografico
proposto. Fase movel tampao acetato de aménio 50 mM (pH 6,0):metanol (70:30).
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6.4.2. Especificidade/Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente uma substancia em presenca
de outros componentes, como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz,
sem que estes interfiram no resultado da analise. Em métodos quantitativos, a
especificidade/seletividade, pode ser avaliada por meio da comparagéo dos resultados obtidos

de amostras e dos possiveis interferentes, como 0s excipientes das nanoparticulas e 0s meios
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receptores. Em meétodos cromatograficos, esse parametro € importante, uma vez que a pureza
do pico do farmaco deve ser mantida (BRASIL, 2003).

Inicialmente, as solu¢des dos polimeros QS, HP e AH foram injetadas e os
cromatogramas sobrepostos para comparacao (Figura 33 A). Conforme pode-se observar na
Figura 33 (A), os polimeros ndo apresentaram picos de absorcdo na regido do UV que possam
interferir na quantificacdo do farmaco. Para garantir a especificidade do método, uma amostra
de nanoparticulas foi preparada, centrifugada e o sobrenadante filtrado e analisado utilizando-
se 0 método. N&o observou-se interferéncia no tR do MTX (Figura 33 (B)).

Figura 33. (A) Sobreposi¢do dos cromatogramas dos polimeros e do farmaco MTX e (B)
cromatograma do sobrenadante das nanoparticulas.
- .-\
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As solugdes de MTX (25 pug.mL™) em HCI pH 1,2 e tampéo fosfato pH 6,8 também
foram avaliadas. A Figura 34 representa os cromatogramas obtidos, demonstrando que ndo ha

interferéncia significativa no tR e area do farmaco.

Figura 34. Cromatogramas das solu¢Ges de MTX, A: em HCI pH 1,2 e B: em tampdo fosfato
pH 6,8.
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6.4.3. Linearidade

A linearidade representa a capacidade do meétodo analitico demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do farmaco, dentro de um
intervalo de concentracdes definido (Brasil, 2003; Usp, 2011). A curva analitica das areas em
funcdo da concentracdo de MTX foi construida (Figura 35) a partir da média dos valores das

areas obtidas, no comprimento de onda de 303 nm.

Figura 35. Curva analitica do MTX obtida por CLAE.
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Realizou-se a analise de variancia ANOVA para os dados obtidos a partir da curva
analitica do MTX, confirmando que a regressdo linear é altamente significativa, a partir dos
dados obtidos. Néo foi evidenciada a falta de ajuste do modelo, uma vez que, os valores de F
calculados foram menores do que os valores de F criticos no nivel de 95% de confianga
(Tabela 6). Portanto, o erro experimental confunde-se com o erro puro, ou seja, 0 erro inerente
a analise que ndo pode ser controlado (DE SIQUEIRA-MOURA et al., 2008).

Tabela 6. Andlise de variancia dos valores de area determinados na obtengéo da curva.

Fonte de variagdo =~ Soma Quadrética Graus de Fcalculado  F Tabelado
Regressao 8,93.10’ 1 2,53.10" 4,24
Residuo 8,82.10" 25
Falta de ajuste 7,27.10° 18 0,55 2,57
Erro puro 8,93.10’ 26

* Significativo para p<0,05
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6.4.4. Precisdo

A precisdo de um teste analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma mdaltipla amostragem de uma mesma amostra (BRASIL, 2003).
Existem trés formas comuns de demonstrar a precisdo, por meio da precisdo intracorrida,
intercorrida e precisao interlaboratorial, sendo usualmente expresso através do desvio padrédo
relativo percentual (BRASIL, 2003; USP, 2011).

Precisdo intracorrida

E a repetibilidade do método, ou seja, precisio entre os resultados obtidos pelo mesmo
manipulador, utilizando os mesmos equipamentos, dentro de um curto periodo de tempo
(BRASIL, 2003). A andlise foi realizada em triplicata e os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados obtidos para o teste de repetibilidade.

Sonentragio  frppg  COMCENUEAOMER e pp PP
298,9 4,75

5 301,2 4,79 4,79 0,33 0,698
302,8 4,81
12421 20,85

20 1143 19,16 20,21 0,915 4,529
1228 20,61
2934,3 49,72

50 3025,2 51,27 50,36 0,81 1,616
2954,7 50,36

O D.P.R% observado para todas as amostras nos ensaios de precisdo intracorrida e
precisdo intercorridas foi inferior & 5%, como preconizado pela legislacdo vigente (Brasil,

2003), portanto, 0 método desenvolvido é preciso.

Precisdo intermediaria
E a precisdo intercorridas, avalia a concordancia entre os resultados obtidos em dias
diferentes, com manipuladores diferentes e/ou equipamentos diferentes (BRASIL, 2003). Os

resultados obtidos estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8. Resultados do ensaio de preciséo intercorrida.

Concentragdo  Apajistaedia ~ CONCENtragao  nieias  DP D.P.R%
teorica real (ug.mL ™)
5 ; j;i 4,748 0,046 0,982
1 20,34
20 ) 20,26 20,304 0,062 0,303
1 50,43
50 ) 50,85 50,645 0,295 0,583

6.4.5. Exatiddo

E a proximidade dos resultados obtidos pela aplicacdo do método analitico utilizado
em relacdo ao valor teodrico real. Valores préoximos a 100% sdo desejaveis, entretanto,
admitem-se variacdes na faixa entre 80 — 120% (BRASIL, 2003). A exatidao foi calculada e
os valores estdo apresentados na Tabela 9, demonstrando que a metodologia analitica

desenvolvida é adequada para a quantificacdo do farmaco.

Tabela 9. Exatiddo entre concentragdo tedrica e experimental das solucGes de MTX.

Concentragéqlteérica Concentracao médiglexperimental Exatidio %
(Hg.mL™) (Hg.mL™)
5 4,807 96,14
20 20,647 103,23
50 49,902 99,81

6.4.6. Limite de deteccao e de quantificacdo

O LD e LQ sdo utilizados para medir a sensibilidade do método. O LD representa a
menor quantidade do farmaco presente na amostra que pode ser detectado, mas nado
necessariamente quantificado e o LQ representa a menor quantidade de farmaco na amostra
que pode ser medida com precisao e exatidao pelo metodo desenvolvido escolhido (BRASIL,
2003). Os valores de LD e de LQ calculados foram de 0,0271 pug.mL™ e 0,0904 pg.mL™,
respectivamente, demonstrando a capacidade da metodologia desenvolvida de detectar e

quantificar reduzidas concentragdes de MTX.
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6.5. Avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo (El%)

A eficiéncia de incorporacdo representa a porcentagem de farmaco incorporado as
NPs, em relacdo a quantidade total adicionada durante o processo de obtencdo (AHUJA et al.,
2010).

Para os sistemas desenvolvidos a partir de QS:AH:HP, os valores de EI% variaram de
20,06 a 36,18% e para as amostras NAHO0,2-5 e NAHO,1-5, os valores foram de 30% e 37,9%,
respectivamente (Tabela 10).

Conforme os valores da Tabela 10, as amostras NHP0,5-1 e NHPO0,2-5 foram as que
apresentaram maior E1% com 32,22% e 36,18%, respectivamente (p<0,05), corroborando os
resultados dos espectros de absorcdo na regido do infravermelho (item 6.3.3), que também
indicaram a maior incorporacdo de MTX nessas NPs, pela reducéo significativa da banda que
representa 0 grupamento ionizavel da QS em 1530 cm™.

Os valores de EI% sdo superiores aos encontrados por Cascone e colaboradores (2002)
em estudo com nanoparticulas de gelatina, em que alcancaram de 5% a 15,6 % de
incorporacdo do MTX (CASCONE et al., 2002). Valores semelhantes de eficiéncia de
incorporacdo do MTX, foram relatados por Trapani e coautores (2011) para nanoparticulas de
QS e glicoquitosana, em que houve variacdo de 19-48% na incorporacdo do farmaco. No
mesmo trabalho, a ICsp em células de linhagem tumoral, para as nanoparticulas, variou de
0,09 a 0,11 pg/mL, destacando que o efeito citotdxico é mantido em baixas concentracdes,
como esperado (TRAPANI et al., 2011).

Tabela 10. Eficiéncia de incorporagdo (E1%) das NPs.

Amostra El1% (DP)
NHPO,5-1 32,22 (5,07)
NHPO0,5-5 20,06 (1,55)
NHPO0,2-1 29,21 (1,68)
NHPO0,2-5 36,18 (2,35)
NHPO,1-1 26,76 (1,88)
NHP-0,1-5 22,38 (1,41)
NAHO0,2-5 30,00 (1,20)
NAHO0,1-5 37,90 (3,60)
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6.6. Estudo das propriedades mucoadesivas

O muco é uma secrecao viscoelastica, composta por 95% de agua, 0,5- 5% de mucina,
1% de sais inorganicos, 0,5- 1% de proteinas e lipidios. Apesar da elevada porcentagem de
agua, o principal constituinte do muco é a mucina, uma glicoproteina de elevada massa
molecular. Sua conformacéo e carga, in vivo, podem variar de acordo com o volume, a
composicdo e o pH do fluido bioldgico, porém devido aos residuos de acido sialico (pKa =

2,6) e grupos sulfato em sua estrutura, apresenta predominantemente carga negativa.

O processo de mucoadesdao comumente se estabelece por meio de duas etapas, a
primeira é a etapa de contato, na qual o sistema de liberacdo interage com a membrana
bioldgica e, a segunda é a etapa de consolidacdo do processo de adesdo na qual estdo
envolvidas as diversas teorias descritas no item 2.5.1.1. A primeira etapa, de interacdo, pode
ser limitante para o processo de mucoadesdo das nanoparticulas com mucosas do TGI, devido
ao elevado volume de fluidos fisioldgicos e peristaltismo constante (Smart, 2005).

Com o objetivo de avaliar a mucoadesividade do sistema desenvolvido, realizou-se os
ensaios in vitro de mucoadesdo. Para os estudos da propriedade e capacidade mucoadesiva
foram selecionadas as amostras NHP0,5-0, NHP0,2-0, NHPO0,1-0, NHP0,5-1, NHPO0,2-1,

NHPO0,2-5 e NHP0,1-1, as quais apresentaram maiores valores de El%.

6.6.1. Ensaio in vitro de interacdo com a mucina utilizando

reagente de Lowry

A Figura 36 apresenta o grafico da quantidade e porcentagem de mucina adsorvida nas
NPs sem e com incorporacdo de farmaco, em funcdo da quantidade de mucina nas solucdes

aguosas.

A variacgdo da proporcdo de AH e HP no sistema, bem como a concentragdo de MTX,
ndo influenciaram de forma significativa a quantidade de mucina adsorvida (p>0,05). No
entanto, comparando-se os resultados das amostras NHP0,5-0 e NHP0,2-0 com os das
NHPO0,5-1 e NHP0,2-1 e NHPO0,2-5, no equilibrio, foi possivel concluir que a adicdo de
farmaco reduziu a massa de mucina adsorvida (p<0,05) e, consequentemente, a porcentagem

de mucoadesao (Figura 36).
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Figura 36. Quantidade de mucina adsorvida nas nanoparticulas em funcédo da quantidade de
mucina adicionada nas solugOes, representadas pelas barras e porcentagem de mucina
adsorvida representada pelos pontos.
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Para todas as amostras, a quantidade de mucina adsorvida aumentou com 0 aumento
da quantidade de mucina adicionada ao meio. As particulas sem e com incorporacdo de MTX
adsorveram de 453,04 a 1679,17 ug e de 356,13 a 1709,55 ug, respectivamente, como pode
ser observado na Figura 36.

Os resultados obtidos s@o de 2 a 7 vezes superiores aos observados por Pedreiro
(2016) com nanoparticulas de QS e HP, indicando que a adicdo de AH ao sistema influenciou
positivamente esta propriedade (PEDREIRO et al., 2016).

Todas as amostras apresentaram elevada porcentagem de mucoadesao (entre 71,2% e
91,53%), mesmo em contato com as menores concentragcdes de mucina.

Para o ensaio, o valor de pH 5,5 das solugdes de mucina foi mantido, considerando
que em condicdes inflamatorias e do microambiente tumoral, o valor de pH de 6,8 da regido
colbnica encontra-se alterado. Neste ambiente, as nanoparticulas devem apresentar elevado
potencial zeta positivo, enquanto a mucina provavelmente apresenta-se carregada
negativamente. Dessa forma, o processo de adsor¢do deve ocorrer predominantemente por
interacOes eletrostaticas, conforme a teoria eletrdnica de atracdo de cargas opostas, entre a
matriz polimérica e os componentes do muco (ANDREWS et al., 2009; HUA et al., 2015).
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Contudo, a mucoadesdo é um fenébmeno complexo e, devido as caracteristicas dos
polimeros que compdem o sistema, provavelmente no processo de consolidacdo da adeséo
estdo envolvidas outras interacdes supramoleculares, como as ligacdes de hidrogénio e / ou
Van der Waals, resultando em forcas atrativas consideravelmente fortes com as moléculas de

mucina, quando somadas com as interagdes eletrostaticas (CARVALHO et al., 2010).

6.6.1.1. Isotermas de adsorcao de mucina

A partir dos dados do ensaio de adsorcdo de mucina (item 6.6.1.), foram plotadas
isotermas de adsorcdo, que sdo representacGes graficas da interagdo entre a mucina e a
superficie das particulas. Nas isotermas, relaciona-se a massa de mucina adsorvida por massa
de nanoparticula (Qe em mg.g™*) com a concentragdo de mucina livre no sobrenadante (Ce em
mg.L™).

Na Figura 37 estdo representadas as curvas para as amostras sem e com a incorporagdo
de farmaco. O perfil apresentado indica interacao favoravel para todas as particulas, em que a
quantidade de mucina adsorvida aumenta proporcionalmente com a concentragdo de mucina
no meio (LI et al., 2005). Contudo, as particulas sem adi¢do de farmaco apresentaram maior
guantidade de mucina adsorvida em relacdo a mucina livre no sobrenadante, indicando a

menor capacidade de adsorcao das amostras contendo MTX.

Figura 37. Isotermas de adsorcdo de mucina A- as nanoparticulas sem adicdo de MTX e B- as
nanoparticulas com adicdo de MTX.
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A partir das isotermas de adsorcéo relativas as formulagdes NHPO0,2-0 e NHP0,1-0 em

comparacdo a NHPO0,5-0 (Figura 37 A), é possivel observar uma diferenca no perfil de
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adsorcdo das amostras. Para a NHP0,5-0, a curva assume um formato em “S”, o que indica
uma adsorcao cooperativa, na qual estdo envolvidos ao menos dois mecanismos diferentes.

Neste tipo de adsorcdo, o ponto de inflexdo caracteriza a saturacdo dos sitios de
ligacdo ionizados na superficie da particula. Em seguida, as moléculas de mucina devem
continuar o processo de adsorcao, ligando-se a sitios energeticamente diferentes dos saturados
inicialmente (GILES et al., 1974).

Para as amostras NHP0,2-0 e NHPO0,1-0, em que ocorre menor grau de complexacéao
pela menor proporcdo dos polidnions, esse evento provavelmente ndo ocorreu devido ao
maior numero de sitios catibnicos energeticamente semelhantes da QS, disponiveis para
interacdo eletrostatica com a mucina.

Para as amostras NHP0,2-0 e NHPO0,1-0, o perfil da curva em forma de “L” sem a
formacdo de um plat6é indica que o sélido, no caso as nanoparticulas, nas concentraces
avaliadas, ndo apresentaram de forma clara um limite na capacidade de adsor¢do (LIMOUSIN
et al., 2007). O mesmo comportamento pdde ser observado para as NPs contendo MTX
(Figura 37 B).

As isotermas da Figura 37, aplicou-se os modelos de Langmuir e Freundlich, a fim de
buscar um melhor entendimento sobre as propriedades mucoadesivas das amostras,
principalmente em relacdo a capacidade de adsorc¢éo e a intensidade da interacéo.

Na Figura 38 estdo representadas as isotermas no modelo linearizado de Freundlich
(A) e Langmuir (B) para as amostras sem farmaco e na Figura 39 para as amostras com

incorporacéo de farmaco.

Figura 38. Isotermas de adsor¢do de Freundlich (A) e Langmuir (B) das amostras sem adi¢éo
de farmaco.
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Figura 39. Isotermas de adsorcdo de Freundlich (A) e Langmuir (B) das amostras com
incorporacdo de farmaco.
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O modelo de Freundlich descreve a adsorcdo de um Unico soluto, sobre o adsorbente,
em multiplas camadas e de forma reversivel, assumindo que a superficie sélida é irregular e
heterogénea. Neste modelo, a quantidade de soluto adsorvido resulta da somatéria de
adsorcdo em todos os sitios disponiveis, cada um com energia diferente de ligacdo, sendo 0s
sitios de ligacdo mais fortes ocupados em primeiro lugar, seguindo da adsorcdo nos sitios de
menor energia até atingir o equilibrio do processo (LI et al., 2005).

Ja 0 modelo de Langmuir considera a adsor¢do sobre uma superficie homogénea, em
monocamada, por toda a superficie do adsorbente, na qual as moléculas adjacentes do soluto
ndo interagem entre si permanecendo em solucdo (LAN et al., 2001).

A partir dos valores de r* (Tabela 11) obtidos através da regressdo linear, pode-se

observar que os dados apresentam melhor correlacdo com o modelo de Freundlich.

Tabela 11. Parametros dos modelos aplicados as isotermas de adsorcao.

Amostra Modelo de Freundlich 'I\_/Iz;)r?gerllguoilﬁ
I n k I
NHPO0,5-0 0,9731 1,665 9,440 0,8475
NHPO0,5-1 0,9746 1,645 8,735 0,8519
NHPO0,2-0 0,9974 1,481 7,753 0,9395
NHPO0,2-1 0,9989 1,330 5,272 0,9388
NHPO0,2-5 0,9988 1,5472 8,482 0,964
NHPO0,1-0 0,9992 1,5071 8,359 0,9799
NHPO,1-1 0,9984 1,4622 7,182 0,9658
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Este resultado é coerente, pois provavelmente a superficie das nanoparticulas €
irregular e, apesar da adsorcdo ser governada por interacOes eletrostaticas, de acordo com o
potencial zeta positivo das particulas (item 6.3.1, Figura 19), os grupamentos carboxila
presentes nos polimeros aniénicos podem formar ligagcdes de hidrogénio com as moléculas de
mucina favorecendo ainda mais a adesdo. A mucina livre no sobrenadante deve ainda
adsorver, via interacOes fracas, nas moléculas j& adsorvidas na superficie das nanoparticulas,
formando multicamadas, de acordo com a definicdo do modelo de Freundlich.

Com a linearizacédo das isotermas de Freundlich é possivel encontrar os parametros de
interacdo n e k, para cada uma das amostras, sendo log k o coeficiente linear e 1/n o
coeficiente angular das retas. O coeficiente n indica a intensidade de adsorgdo da mucina com
a superficie das nanoparticulas, valores de n maiores que 1,0 representam condicdes
favoraveis de adsorcdo (HAMEED; RAHMAN, 2008; FEBRIANTO et al., 2009).

Dessa forma, todas as particulas, mesmo apds a incorporacdo de farmaco,
apresentaram forte interacdo de adsorcdo e ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as amostras. Ja o coeficiente k, esta relacionado a capacidade de adsorcdo, os valores
encontrados sdo considerados elevados e ndo houve alteracdo significativa desse parametro
com a adicdo do MTX, indicando a grande capacidade de adsor¢do de mucina por unidade de
massa de particulas (SNOEYINK et al., 1981).

Dessa forma, os sistemas desenvolvidos devem ser capazes de estabelecer forte
interacdo com a mucina, permanecendo aderidas a camada de muco.

A reduzida da capacidade mucoadesiva das NPs NHP0,5-1, NHPO0,2-1, NHPO0,2-5 e
NHPO0,1-1 em conjunto com seus menores didmetros (item 6.3.1, Figura 18 ) sdo atributos
favoraveis a permeacdo dos sistemas através da camada de muco que reveste o epitélio
intestinal inflamado ou a massa tumoral, favorecendo a interagcdo com as células de superficie

aniobnica, para a internalizacéo e /ou liberacdo do farmaco localmente.

6.6.2. Estudo da interacdo entre a mucina e as nanoparticulas a

partir da analise do potencial zeta

De forma complementar, realizou-se um estudo para avaliar a influéncia da variacéo
de pH, no processo de adsorcao das moléculas de mucina na superficie das NPs, por meio da

variacdo do potencial zeta das amostras. A Figura 40 apresenta as variacdes no potencial zeta
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das nanoparticulas NHP0,5-0, NHPO0,2-0, NHPO0,1-0, NHP0,5-1, NHP0,2-1, NHP0,2-5 e
NHPO0,1-1, com a adicéo das solugdes de mucina.

Figura 40. Influéncia da adicdo de solugbes de mucina no potencial zeta das nanoparticulas,
nos valores de pH 1,2 € 6,8..
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As solucdes de mucina nos valores de pH 6,8 e 1,2, que simulam o pH col6nico e
gastrico, apresentaram potencial zeta de -4,06+£0,85 mV e +2,38+0,76 mV, respectivamente.

Em valores de pH maiores que 2,6, os grupamentos sialicos das moléculas de mucina
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apresentam-se carregados negativamente devido a ionizacéo, ja em pH &cido, inferior ao valor
de pKa= 2,6, 0s grupamentos encontram-se protonados.

Para as amostras sem adicdo de farmaco, em ambos os valores de pH estudados,
observou-se a alteracdo significativa no potencial zeta, a partir da adicdo da dispersdo de
mucina na concentracéo de 100 ug.mL™ (p<0,05) (Figura 40).

Para as amostras com MTX, a significativa alteracdo do potencial zeta foi observada a
partir de uma concentrago duas vezes menor de mucina 50 pg.mL™ (p<0,05), provavelmente
devido a elevada capacidade de adsorcao e menor carga residual positiva, destas amostras.

Comparando-se a varia¢do do potencial zeta das nanoparticulas em funcdo do pH das
solucdes de mucina, observou-se maior reducdo da carga residual positiva no valor de pH 6,8
(p<0,05), que pode indicar que houve maior adsorcdo de mucina a superficie das
nanoparticulas (Figura 40).

Neste valor de pH, como descrito anteriormente, a mucina apresenta praticamente
todos 0s grupamentos ionizados e as particulas devem estar protonadas, favorecendo e
evidenciando a importancia da interacdo eletrostatica no processo de consolidacdo da
mucoadesdo. Além disso, o relaxamento da malha polimérica é facilitado neste meio,
tornando-se mais disponiveis para interagir por adsorcdo e interacfes hidrofébicas com a
mucina (JOERGENSEN et al., 2011). O comportamento observado é desejavel, pois pode

indicar que a interacdo com o muco sera favorecida no valor de pH colbnico.

6.6.3. Avaliacdo da forca e trabalho de mucoadesdo

A camada de muco que reveste o epitélio intestinal apresenta uma estrutura complexa,
a qual também se difere entre as regides do TGl em concentracdo de mucina, espessura e pH.
Todos estes fatores devem ser considerados, pois influenciam diretamente 0 processo de
mucoadesdo (MADSEN et al., 1998; SOSNIK et al., 2014). Portanto, o teste utilizando como
substrato bioldgico o tecido intestinal suino, teve como objetivo mimetizar as condicGes
fisiolégicas em que o sistema sera exposto, avaliando a capacidade mucoadesiva através da
medida da forca necessaria para destacar as amostras mantidas em contato com o substrato e,

a energia envolvida nesse processo.

O teste foi realizado com os polimeros QS, AH e HP individualmente e, com as
amostras NHP0,5-0, NHP0,2-0 e NHPO0,1-0 (sem adicdo de farmaco) e NHP0,5-1, NHP0,2-1,
NHPO0,2-5 e NHPO,1-1 (com incorporagdo de farmaco).
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O estégio de contato envolvido no processo de mucoadesdo foi imposto utilizando
energia mecanica do equipamento e a forca e trabalho necessérios para a separacdo dos
substratos apds a etapa de consolidacgéo foi avaliada.

Entre os polimeros, a Fmax variou de 0,189 N a 0,444 N, como é possivel observar na

Figura 41.

Figura 41. Gréfico comparativo da forca maxima de mucoadesdo - Fmax (N); representada
pelas barras e trabalho de mucoadesdo- Tmuc (N.s); representado pelos pontos, dos polimeros.
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Comparando-se com 0 AH e HP, a QS apresentou o maior valor de Fméax (p<0,05). A
QS é um polication e apresenta a capacidade de estabelecer ligacdes eletrostaticas com a
mucina, por meio da interacdo de seus grupamentos amino protonados com 0s grupamentos
de &cido sialico, além de ligacdes de hidrogénio e hidrofdébicas, sendo considerado um
material com importantes propriedades mucoadesivas (SOSNIK et al., 2014).

O AH e o HP, ambos anidnicos, apesar de apresentarem menor Fmax (Figura 41),
também sdo capazes de promover a mucoadesdo por serem hidrofilicos, com a presenca de
grupamentos que podem estabelecer ligagdes supramoleculares ndo covalentes, como as de
hidrogénio e cadeias flexiveis que favorecerem a interpenetracdo na camada do muco de
acordo com a teoria da difusdo (ANDREWS et al., 2009; CARVALHO et al., 2010).

Observando os resultados, entre as NPs sem farmaco a propor¢do de AH e HP néo
influenciou significativamente a Fmax e o Tmuc (p>0,05) (Figura 41). Entre as NPs com
MTX, a NHPO0,1-1 apresentou maior Fmax (p<0,05), enquanto as NHPO0,5-1; NHPO0,2-1 e
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NHPO,2-5 ndo apresentaram diferenca significativa na forca e trabalho de mucoadesdo
(p>0,05) (Figura 42).

Figura 42. Grafico comparativo da forca maxima de mucoadesdo - Fméax (N); representada
pelas barras e trabalho de mucoadesdo- Tmuc (N.s); representado pelos pontos, das
nanoparticulas com e sem MTX.
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A incorporagdo de farmaco as NPs influenciou de forma significativa a forca maxima
de mucoadesdo (p<0,05), como € possivel observar na Figura 42, em que as amostras
NHPO0,5-1, NHPO0,2-1 e NHP0,2-5 apresentaram menor Fmax, comparadas as NHP0,5-0 e
NHPO0,2-0, respectivamente. Os resultados obtidos corroboram os dados do ensaio in vitro de
interacd0 com a mucina, em que a incorporagédo de farmaco também reduziu a capacidade de
adsorcéo de mucina das amostras nestas proporc¢oes.

Devido ao potencial zeta positivo das NPs e a caracteristica anidnica da mucina
presente no muco, possivelmente a interagdo eletrostatica é a principal forca responsavel pela
consolidacdo do processo de mucoadesdo. A adicdo de MTX promoveu a reducgédo
significativa da carga residual positiva das NPs (item 6.3.1, Figura 19), reduzindo,
provavelmente, a forca de atracdo e interacdo entre a superficie do sistema e do substrato
bioldgico.

Além disso, de acordo com a anélise de tamanho das particulas (item 6.3.1, Figura 18),

a adicdo do MTX pode ter levado a formacdo de pontos adicionais de interacdo eletrostatica
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entre 0s grupamentos ionizaveis dos polimeros, rearranjando as cadeias poliméricas e,
formando uma malha mais compacta, responsavel pela reducdo do didmetro médio das
particulas. No processo de mucoadesdo, durante a etapa de contato, deve ocorrer a
transferéncia de agua do muco para as nanoparticulas que intumescem devido ao carater
hidrofilico dos polimeros.

Considerando que nas particulas sem farmaco a malha é mais dilatada, o
intumescimento deve ser favorecido a maior flexibilidade das cadeias e, consequentemente, a
interacdo com as cadeias de glicoproteina presentes no muco. No caso das nanoparticulas com
farmaco, em que uma estrutura mais compacta deve ser formada, o intumescimento deve ser
desfavorecido, e a menor flexibilidade e disponibilidade das cadeias deve desfavorecer a
interacdo entre os substratos, bem como a consolidacdo do processo de adesdo (SMART,
2005; ANDREWS et al., 2009), justificando o comportamento observado.

O conhecimento da variagdo na producdo de mucina em doencgas intestinais
inflamatorias e no cancer colbnico e a compreensdo da influéncia da composicdo das NPs
(como proporcdo e concentracdo de polimeros e de farmacos) na mucoadesividade pode
permitir a modulacdo do sistema de liberacdo de acordo com necessidades especificas,

visando a maior eficécia terapéutica.

6.7. Estudos de dissolucdo do MTX

6.7.1. Estudo de solubilidade do MTX

Para o ensaio de dissolucdo in vitro do MTX, deve-se trabalhar dentro das condic¢des
sink, portanto a avaliacdo da solubilidade do farmaco é um pardmetro determinante para este
teste.

A solubilidade do MTX foi determinada nos meios de dissolugé@o que serdo utilizados
(pH 1,2 e 6,8), através do método do equilibrio, no qual o farmaco é adicionado em excesso
garantindo a saturagdo do meio (PEZZINI et al., 2007).

As curvas de calibragdo do farmaco foram obtidas nos meios propostos (Figura 43), e
as equac0es das retas utilizadas para o calculo da concentragdo de saturacdo em HCI e tampdao
fosfato foram y= 54,758x-0,491 (r’= 0,9989) e y= 58,101x+11,719 (r’= 0,9999),

respectivamente.
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Figura 43. Curvas de calibragdo do MTX em HCI pH 1,2 e Tampao fosfato pH 6,8.
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O comportamento pH dependente do MTX foi evidenciado, bem como a solubilidade
do MTX na saturagdo determinada. Em HCI o valor obtido foi de 0,521 mg.ml™ e em tampéo
fosfato de 2,31 mg.ml™. Os valores encontrados permitem trabalhar dentro das condicdes
sink, considerando o volume do meio que sera utilizado e a concentracdo de farmaco nas

particulas.

6.7.2. Determinacao do perfil de liberacao in vitro do MTX

A eficécia terapéutica dos farmacos administrados pela via oral depende de diversos
fatores, dentre eles sua capacidade de alcancar o sitio de agdo/absorcdo na concentracdo
terapéutica adequada. Essa via de administragdo impde diversas barreiras que podem
influenciar a absorcdo dos farmacos, como a variacdo de pH ao longo do TGI, a qual pode

atuar decisivamente no processo de dissolucéo do farmaco (DATE et al., 2016).

Neste contexto, a compartimentalizagdo do farmaco em nanoestruturas pode permitir a
protecdo contra degradacio, bem como a modificagdo do perfil de dissolugdo (MUELLER et
al., 2000).

Considerando que a dissolucdo é uma etapa fundamental na disponibilidade do
farmaco, é importante avaliar a velocidade com que esse processo ocorre, e isso pode ser feito

através da avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do farmaco, que € indispensavel no
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desenvolvimento de novos sistemas de liberagcdo e pode, em alguns casos, permitir a previsao
do comportamento in vivo do sistema (PREZOTT] et al., 2014).

Para esse estudo foram selecionadas as amostras NHPO,2-5, NHPO,1-5, NAHO0,2-5 e
NAHO,1-5, a fim de se avaliar a influéncia da proporcdo polimérica e do HP no perfil de
dissolucdo do MTX.

Os perfis de liberacdo do MTX a partir dessas nanoparticulas, em pH 1,2 e 6,8 estdo

apresentados na Figura 44.

Figura 44. Perfis de liberacdo in vitro do MTX livre e associado as nanoaparticulas, em (A)
pH 1,2 e (B) pH 6,8.
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Na Figura 44 (A), é possivel observar uma reducdo significativa das taxas de
dissolugdo do MTX nanoencapsulado, em relagdo ao farmaco livre, em que 97,2% do farmaco
encontrava-se em solugéo nos 5 min inicias do teste (Tabela 12).

Considerando que a QS ¢é altamente solivel em pH &cido e, em ambos 0s sistemas € 0
polimero predominante na formulacdo, essa significativa redugdo da taxa de dissolucéo,
mesmo quando o polimero gastrorresistente (HP) ndo estava presente, pode indicar a menor
solubilidade das nanoestruturas em meio &cido, em comparagdo aos polimeros livres. Este
comportamento pode estar relacionado a formacéo de estruturas cristalinas, de acordo com 0s
dados de DRX (item 6.3.4), as quais além de resultarem na formacdo de nanoestruturas com

reduzida solubilidade, também permitiram o efetivo aprisionamento do farmaco, dificultando
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0s processos de dissolucdo e posterior difusdo através da matriz polimérica (MAKHLOF et
al., 2011; PEDREIRO et al., 2016).

Tabela 12. Porcentagens de MTX liberado em relagdo ao tempo.

% de farmaco liberado
5 min 15min 120 min 240 min

pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8

Amostras

MTX livre 97,2+£3,8 97,2+16,7 104,1+10 111,2+20 107,3+12,7 100,1+12,3
NAHO,1-5 34,1+22 23,1+09 62,4+0,5 56,4+0,5 70,5+0,9 64,7+1,6
NHPO,1-5 32,6%2,2 259+24  52,7+0,8  55,8+0,6 65,9+0,2 62,1+0,5
NAHO0,2-5 33,8409 27,7+0,2 68,5+1,8  64,4+0,7 74,7+0,5 67,7+0,5

NHPO0,2-5 30,9+1,5 25,7+24 57,610 51,7+0,2 63,7£1,5 57,4+1,2

Em 15 min de ensaio em pH 1,2, pode-se observar que mais de 60 % de MTX foi
liberado das NPs NAHO0,1-5 e NAHO0,2-5, atingindo 70,5% e 74,7%, respectivamente, em 120
min. Em contrapartida, para as NPs NHPO,1-5 e NHPO0,2-5, no mesmo intervalo de tempo, a
liberacdo foi menor que 60%, alcancando 65,9% e 63,7% de liberacdo em 120 min,
respetivamente (p<0,05) (Tabela 12).

Avaliando-se o perfil de liberacdo em pH 6,8 (Figura 44 (B)), todas as amostras
apresentaram menor porcentagem de liberacdo (57,4% a 67,7%), em 240 min, em relagdo ao
meio acido, provavelmente devido a baixa solubilidade da QS neste valor de pH; componente
majoritario da matriz do sistema.

Apesar do HP ser soltvel neste valor de pH, as nanoparticulas NHPO,1-5 e NHP0,2-5
liberaram menor porcentagem de farmaco (62,1% e 57,4%, respectivamente), comparando-se
com as amostras NAHO0,1-5 e NAHO0,2-5 (64,8% e 67,7%, respectivamente), ao final do
ensaio.

Provavelmente, a complexacdo com esse polimero anibnico, permitiu a formacdo de
uma rede polimérica mais rigida, de menor mobilidade, capaz de impor maior resisténcia a
difusdo do meio de dissolugéo para seu interior e consequentemente, a dissolucéo do farmaco
associado (Kulkarni et al., 2011). Esse comportamento pode indicar que o sistema tem a

capacidade de controlar a liberagdo do MTX no meio que simula a regido colonica, podendo
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permitir a liberacdo controlada do farmaco, que em sua forma livre apresentou 100% de
dissolucdo em 5 min (Tabela 12).

Apesar da reducdo das taxas de liberacdo para as NPs contendo HP em meio acido
(5% para a NHPO0,1-5 e 10% para a NHP0,2-5) em 120 min, a discreta reducdo dos
percentuais de MTX liberado em pH 6,8, em rela¢do ao pH 1,2, nos primeiros 15 min de teste
e 0 platd observado a partir dos 30 min, indicam que os sistemas desenvolvidos néo
apresentaram comportamento pH responsivo (Figura 44, Tabela 12).

Considerando a elevada capacidade mucoadesiva do sistema desenvolvido (item 6.6.)
e a potencial eficiéncia em modular a interacdo celular (item 6.8.2) tecnologias como a de
revestimento entérico das NPs ou sua incorporacdo em céapsulas gastrorresistentes, podem
representar estratégias tecnoldgicas alternativas para e alcancar a reducdo das taxas de

liberacdo de farmaco em meio &cido.

6.7.2.1. Analise da cinética de liberacé@o do farmaco

A liberacdo de farmacos a partir de nanocarreadores baseados em polimeros naturais
hidrofilicos pode ser governada por diversos mecanismos tais como a dessorcdo do farmaco
associado a superficie da particula, o relaxamento das cadeias poliméricas seguido da difusao
do farmaco através da matriz intumescida, a difusdo através de uma membrana controladora
das taxas de liberacdo, a erosdo da matriz ou, como em muitos casos, pela combinacdo de
varios desses mecanismos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos no ensaio de liberacdo in vitro foi
realizada, utilizando equac@es que traduzem matematicamente a curva obtida em funcdo de
parametros relacionados a forma farmacéutica (COSTA; SOUSA LOBO, 2001).

De acordo com o valor do coeficiente de correlacdo (r?), para as NPs NAHO,1-5 e
NAHO,2-5, o modelo que apresentou melhor correlagdo com os dados de liberagdo do MTX
em pH 1,2 foi o de Korsmeyer — Peppas, enquanto para as NPs NAPO,1-5 e NAPO,2-5 foi o
modelo de Weibull que melhor se correlacionou com os dados de liberacéo (Tabela 13).

Em tampao fosfato (pH 6,8), 0 modelo de Weibull foi o que melhor se correlacionou
com os dados de liberagdo das nanoparticulas, exceto para a NAHO,2-5, para a qual 0 modelo

de Korsmeyer — Peppas foi 0 mais adequado (Tabela 13).

Fernanda I Boni



Resultados e Discussdo 117

Tabela 13. Coeficiente de correlacdo e parametros dos modelos matematicos de liberacdo do
farmaco.

pH 12 pH 6,8
Amostras Korsmeyer — Weibull Korsmeyer — Weibull
Peppas Peppas

r° n r? b r? n r? b
NAHO0,1-5 1,000 0,6431 - - - - 0,9989 0,0801
NHPO,1-5 - - 1,000 0,234 - - 0,9995 0,0656
NAHO0,2-5 1,000 0,5505 - - 1,000 0,7681 - -
NHPO0,2-5 - - 0,9997 0,0518 - - 0,9997 10,1476

O modelo de Korsmeyer-Peppas baseia-se na Lei das Poténcias, o qual deve ser
aplicado aos dados dos primeiros 60% de liberacdo, estabelece uma relacdo exponencial entre
a liberacdo do farmaco com o tempo (Equacdo 15) (RITGER; PEPPAS, 1987,
PAPADOPOULOU et al., 2006).

Mt _ n
L= KX t" (Eq.15)

Em que Mt= a quantidade de farmaco liberado no tempo t, Moo= a quantidade de
farmaco liberado no tempo infinito, ou seja, esta diretamente relacionado a massa inicial de
farmaco, n= expoente de liberacdo e k= a constante cinética.

O valor numérico do expoente n dessa equacdo determina o mecanismo de liberacdo
do farmaco a partir da matriz polimérica. Para sistemas esféricos, valores de n= 0,43 indicam
que a liberacdo é governada pelo mecanismo de difusdo Fickiana. Valores de 0,43<n<0,85
correspondem ao transporte andmalo ou ndo-Fickiano; os processos de difusdo e de
relaxamento das cadeias poliméricas contribuem de forma semelhante para o controle da
liberacdo do farmaco. Para n= 0,85, 0 mecanismo determinado como controlador das taxas de
liberacdo é relacionado ao transporte caso Il, no qual o intumescimento e relaxamento das
cadeias poliméricas sdo os fatores limitante para que ocorra a liberagdo do farmaco. Valores
de n>0,85 representam o mecanismo de transporte super caso Il, no qual devido ao elevado
estado de mobilidade das cadeias poliméricas ou erosdo da matriz ocorre uma aceleracdo das
taxas de liberacdo do farmaco (RITGER; PEPPAS, 1987; PREZOTTI et al., 2014).

De acordo com os valores de n, em pH 1,2, para as amostras NAHO,1-5 e NAHO0,2-5

(Tabela 13), a liberacdo do MTX foi controlada pelas taxas de relaxamento das cadeias
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poliméricas e de difusdo do farmaco na estrutura intumescida, caracterizando o transporte
andmalo. Este comportamento mostra-se coerente, uma vez que nesse valor de pH, os
grupamentos amina da QS devem estar protonados promovendo a expansao da rede
polimérica, principalmente por repulsdo eletrostatica, permitindo a difusdo do meio para o
interior da matriz, a dissolucéo do fa&rmaco e sua posterior difusdo para o meio de dissolug&o.

Em contrapartida, as amostras NHP0,1-5 e NHPO,2-5 apresentaram melhor correlacéo
com o modelo de Weibull, o qual expressa a quantidade de farmaco acumulado no meio de
dissolucdo (M) em um determinado tempo (t), de acordo com a Equacdo 16 e se ajusta a
diferentes perfis de dissolugdo (ADAMS et al., 2001).

—_+i\b
M=1-—exp [— %] (Eq. 16)

Em que ti = intervalo de tempo antes do inicio do processo de dissolucao/liberagdo (na
maioria dos casos € zero) e b= parametro de forma que caracteriza a curva e a liberacao.

O valor numeérico do expoente b indica 0 mecanismo de transporte do farmaco através
da matriz polimérica. Valores de b< 0,75 indicam difusdo Fickiana, para 0,75<b<1 indicam
difusdo ndo Fickiana e b>1 indica um mecanismo complexo de liberacdo do farmaco que
pode envolver difusdo, intumescimento e/ou erosdo da matriz (PAPADOPOULOU et al.,
2006).

Como observado na Tabela 13, os valores de coeficiente b foram menores que 0,75,
em pH 1,2, indicando que a liberacdo do farmaco é governada pela difusdo Fickiana.
Provavelmente, a adicdo do HP a matriz permitiu maior grau de complexacéo polieletrolitca e
organizacdo estrutural, de forma que as taxas de difusdo do farmaco atraves dessa estrutura
mais estavel e organizada foram responsaveis pelo controle da liberacao.

Portanto, pode-se observar que a presenca de HP promoveu a modificacdo do perfil e
do mecanismo de liberacdo do MTX em meio &cido.

Em tampdo fosfato pH 6,8, observou-se melhor correlacdo também com o modelo de
Weibull para as amostras NAHO,1-5, NHPO0,1-5 e NHPO0,2-5, com valor de b menor que 0,75.
Para essas amostras a difuséo foi o processo limitante para a liberacdo do MTX. Nesse valor
de pH, apesar da ionizagdo do AH e HP, a QS encontra-se desprotonada, o que pode
desfavorecer o intumescimento e relaxamento das cadeias, de forma que a difusdo do farmaco

através dessa estrutura mais rigida condicione a liberagcdo do farmaco.
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No entanto, a liberacdo do MTX associado a amostra NAHO0,2-5 se correlacionou
melhor com o modelo de Korsmeyer-Peppas, indicando o mecanismo anémalo, o qual
envolve os processos de difusdo e intumescimento como controladores da liberacdo. Desta
forma, para esta proporcdo polimérica (1:0,2 e 1:0,2:0,2), a adicdo de HP influenciou o
mecanismo de liberacdo e consequentemente, o perfil de liberagdo, com a reducdo das taxas
de farmaco liberado em pH 6,8, como observado na Figura 44.

6.8. Estudos celulares

Para esta etapa do projeto, selecionou-se as amostras NAHO0,2-0, NAHO0,2-5, NHPO,2-
0 e NHPO0,2-5. No entanto considerando os métodos disponiveis para a quantificacdo do
farmaco foi necessario realizar o aumento de 4 vezes na concentracdo inicial de polimeros e
de farmaco, adaptando-se o método de desenvolvimento e mantendo-se a razdo entre 0s
componentes. Dessa forma a nomenclatura citada no item 6.2 foi acrescida do sufixo —P, para
estas amostras. As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas de acordo com o diametro,
potencial zeta, E1% e morfologia, descritos na Tabela 14 e, por apresentarem caracteristicas

similares os sistemas com menor concentracdo os estudos celulares foram conduzidos.

Tabela 14. Caracteristicas das nanoparticulas desenvolvidas para os ensaios celulares.
Diametro médio + Potencial zeta +

Amostra DP P El%
NAHO0,2-0P 409,5+3,61 +22,3+0,31 -
NAHO,2-5P 378,7+6,53 +25,2+0,57 36,2+0,90
NHPO0,2-0P 448,6+15,80 +20,3+0,85 -
NHPO,2-5P 357,4+0,61 +19,6+0,94 29,8+4,51

6.8.1. Ensaio de viabilidade celular

Com o objetivo de avaliar a seguranca e biocompatibilidade dos materiais e das NPs
desenvolvidas, para a administracdo oral do MTX, tendo como sitio alvo de acdo e/ou
absorcdo a regido colbnica, realizou-se o ensaio de viabilidade celular in vitro com as
linhagens Caco-2 e HT29-MTX.

As células Caco-2 tém origem de adenocarcinoma de c6lon humano, em cultivo in
vitro essa linhagem € capaz de se diferenciar expressando caracteristicas morfologicas como

microvilosidades na borda apical e junces pararcelulares e, fun¢Bes bioguimicas com
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atividade enzimatica de hidrolases e transporte ativo e passivo de agucares, aminoacidos e

farmacos, semelhantes as das células absortivas intestinais in vivo (LIND et al., 2007;

ARAUJO; SARMENTO, 2013). As HT29-MTX também sdo uma linhagem derivada do

epitélio intestinal humano, entretanto, apresentam morfologia caliciforme e em cultivo sob a

MTX diferenciam-se em células muco-secretoras (MAHLER et al., 2009).
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ApoGs 4 e 24 h de incubagdo com os polimeros, a porcentagem de viabilidade celular
das linhagens Caco-2 e HT29-MTX foi maior que 70% para todas as concentragdes testadas,
evidenciando que o AH, o HP e a QS sdo excipientes seguros para a formulacdo dos sistemas
de liberacdo (Figura 45).

Adicionalmente, observou-se que para o0 AH e HP, em 24 h, um aumento da
viabilidade com o aumento da concentra¢do, 0 que ndo ocorreu para a QS provavelmente
devido a capacidade deste polimero de perturbar ligeiramente a membrana plasmatica celular,
de forma reversivel ou irreversivel (THANOU et al., 2001).

A citotoxicidade das NPs sem e com incorporacdo de MTX, como sistemas de
liberacdo de farmacos célon-especificos, também foi avaliada (Figura 46).

Para a linhagem Caco-2, apds 4 h de incubacdo, ndo observou-se diferenca relevante
entre a viabilidade para as amostras e o farmaco livre. No entanto, ap6s a incubacéo de 24 h,
uma ligeira redugdo da viabilidade das células Caco-2 foi observada, sendo mais pronunciada
para as amostras NAHO0,2-5P e NHP0,2-5P nas concentragdes de 10 pg.mL™ (57% e 45%,
respectivamente) e 100 pg.mL™ (51% e 40%, respectivamente), indicando que em contato
com as maiores concentracdes por um periodo prolongado, pode ocorrer uma maximizacao do
efeito de citotoxicidade caracteristico da QS e do MTX.

A linhagem HT29-MTX apresentou maior viabilidade em contato com todas as
amostras testadas (>80% em 4 h e >60% em 24 h), comparando-se com a linhagem Caco-2
(Figura 46).

Estes valores mais elevados de viabilidade podem ser explicados pela producéo e
secrecdo da camada de muco, caracteristica desse tipo celular, a qual representa uma barreira
fisica protegendo as células (ANTUNES et al., 2013; SHRESTHA et al., 2016).

Em resumo, além de avaliar a seguranga do sistema, esse estudo foi utilizado para
escolher a concentragdo nao toxica e mensuravel para a realizacdo estudos de permeabilidade

in vitro.
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Figura 46. Viabilidade celular (%) das linhagens celulares Caco-2 e HT29-MTX, apoés 4h e
24h de incubacao com as NPs.
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6.8.2. Permeabilidade intestinal in vitro

Além da caracterizacao fisico-quimica, é de fundamental importancia o conhecimento
e avaliacdo do desempenho bioldgico das NPs desenvolvidas. Considerando a administracao
oral do sistema e a acdo do MTX na regido do colon, nesse estudo foram utilizados os
modelos celulares capazes de mimetizar as condi¢des fisiologicas desta regido do TGl como a
presenca das células formando o epitélio intestinal, produgdo de muco e presenca se células M

fagocitarias.
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Os métodos de avalicdo de permeabilidade intestinal in vitro que utilizam cultura de
células apresentam diversas vantagens em relacdo aos in vivo, tais como reducdo do nimero
de varidveis experimentais, dados mais reprodutiveis, menor tempo de execucdo além de
custo reduzido (ANTUNES et al., 2013).

Monocultura de células Caco-2 é um dos modelos mais utilizados neste tipo de estudo,
devido tanto ao comportamento estrutural com aos enterdcitos que constituem o epitélio do
intestino grosso, quanto funcional, com a expressdo de importantes transportadores de
superficie, como a P-gp, que age na reducédo da internalizacdo e permeabilidade intestinal de
medicamentos como 0 MTX (ARAUJO; SARMENTO, 2013; LEONARD et al., 2010; SHAH
et al., 2006). Contudo, apesar de ser um modelo bem estabelecido, as monoculturas de Caco-2
ndo mimetizam a complexa composicao do tecido intestinal e as interacdes entre os elementos
celulares, bem como ndo sdo capazes de produzir o muco que forma a barreira protetora da
mucosa (BOEGH et al., 2014).

Assim, a co-cultura tripla de células € um modelo mais complexo, constituido pelas
células Caco-2, HT29-MTX, as quais sdo produtoras de muco e representam o segundo tipo
celular mais abundante na composicdo do epitélio intestinal, além da linhagem de células
linfoblasticas Raji B; capaz de induzir a diferenciacdo das Caco-2 em células M (Araujo e
Sarmento, 2013). As células M estdo presentes no tecido intestinal em menor quantidade,
recobrindo os foliculos linfoides e sdo responsaveis pelo transporte transepitelial de nutrientes
e outras substancias exogenas, sendo muito estudadas como alvo para promover aumento da
biodisponibilidade de anticorpos administrados pela via oral (GARINOT et al., 2007,
SCHIMPEL et al., 2014).

Portanto, nesse estudo, a monocultura de Caco-2 foi explorada como modelo padrédo
para o estudo da permeabilidade intestinal, enquanto o modelo de co-cultura tripla de células
foi empregado em busca de informag¢6es complementares, principalmente sobre a influéncia
da camada de muco e de transportadores especificos na permeabilidade das NPs.

Para o ensaio os modelos celulares foram cultivados conforme o item 5.8.2, com
medicdo dos valores de TEER durante os 21 dias de cultura. Os modelos foram considerados
viaveis para o ensaio, de acordo com a faixa de TEER observado apos o 16° dia de cultura
(Figura 47).
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Figura 47. Valores de TEER dos modelos de monocultura e co-cultura tripla, durante 21 dias.
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Como era esperado, os valores de TEER na monocultura de Caco-2 foram superiores,
aos da co-cultura tripla. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que as juncdes
paracelulares dos enterdcitos sdo mais apertadas, com um raio de poro de cerca de 5 A. A co-
cultura, por apresentar as células HT29-MTX, secretoras de muco, ligadas as Caco-2 por
juncbes paracelulares de poro maior (cerca de 6-13 A), modulam a geometria da
monocamada, tornando-a mais permeavel e portanto com menor valor de TEER. A queda do
valor de TEER observado no modelo triplo apés a inclusdo das células Raji B, ocorre pela
inducdo da diferenciacdo das Caco-2 em células M, as quais também formam juncdes
paracelulares com maior diametro de poro (HILGENDOREF et al., 2000).

ApOs estabelecer os modelos, baseado no resultado do estudo do item 6.8.1, a
concentracdo de 100 ug.mL™ do farmaco livre, NAHO0,2-5P, NHP0,2-5P (em relacdo a
concentracgéo final de MTX) foi selecionada.

O perfil de permeabilidade do MTX livre e incorporado as nanoparticulas esta
apresentado na Figura 48.

Os valores de TEER mantiveram-se em torno de 100%, em relagdo ao valor inicial,
provando a integridade das monocamadas durante e ao final do ensaio de permeabilidade
(Figura 48).
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Figura 48. Perfil de permeabilidade do MTX livre e associado as NPs e variacdo de TEER
durante o experimento em cultura celular.
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Como é possivel observar, o perfil de permeabilidade do MTX livre e associado a
amostra NHPO0,2-5P foi semelhante para ambos os modelos celulares; monocultura de Caco-2
e modelo triplo, durante 240 min (Figura 48).

Para a NAHO0,2-5P observou-se um perfil diferente, com significativo aumento da
permeabilidade do fa&rmaco, em ambos os modelos celulares. Para a monocultura, apds 240
min, 28,3% do MTX permeou a monocamada, valor aproximadamente 3 vezes maior que o
farmaco livre e ao associado a NHP0,2-5P.

De acordo com os dados de liberacdo do farmaco (item 6.7.2), provavelmente a
nanoparticulas NAHO0,2-5P liberou uma maior quantidade de MTX na periferia celular e,
dessa forma uma maior quantidade de farmaco deveria estar disponivel pra permear a
monocamada, comparando-se com a amostra NHPOQ,2-5P.

Podemos ainda sugerir que na NAHO0,2-5P, os sitios catidnicos da QS estariam mais
disponiveis, observados pelos valores mais positivos de potencial zeta (Tabela 14, item 6.3.1),
em comparagdo com a NHPO0,2-5P, facilitando dessa forma o transporte paracelular do MTX
associado a essa nanoparticula ou ja liberado na periferia.

Conforme é descrito, a QS vem sendo utilizada como promotora de permeacéo, devido
a sua capacidade de atuar reversivelmente na abertura das juncdes paracelulares, de
caracteristica negativa, via interacdes eletrostaticas. As juncGes paracelulares sdo complexos
proteicos responsaveis por manter as células epiteliais firmemente unidas. S&o compostas por

uma combinacdo de proteinas integrantes transmembranares, incluindo claudinas, ocludinas e
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molécula de adesdo juncional, juntamente com varias outras proteinas reguladoras. No
epitélio intestinal, essas jun¢bes funcionam como barreiras, permitindo a absorgdo da agua e
eletrolitos do conteddo luminal, mas evitando a passagem de patdgenos e macromoléculas
para a circulagéo sistémica (YEH et al., 2011).

No modelo triplo, a permeabilidade do MTX associado & NAH0,2-5P aumentou de
forma constante nos primeiros 60 min, atingindo uma porcentagem 5 vezes maior de farmaco
permeado em comparacao com o MTX livre e ao associado a NHPO0,2-5P (Figura 48).

Esse comportamento pode ser atribuido a maior mucoadesividade da nanoparticula
NAHO0,2-5P, que pode permitir uma interacdo mais efetiva desse sistema com a camada de
muco produzida pelas células HT29-MTX, induzindo consequentemente o aumento no
gradiente de farmaco local e na permeabilidade do MTX.

Os resultados de permeabilidade aparente (Papp) do farmaco, a porcentagem de MTX
no compartimento apical (%CA) e acumulada nas células (%ACM) estdo apresentadas na
Tabela 15.

Tabela 15. Permeabilidade aparente (Papp) das amostras, % de MTX no compartimento
apical (%CA) e % de MTX associado as células e/ou a camada de muco (%ACM). Os
resultados estdo expressos em média + DP.

Monocultura Caco-2 Co-culturatripla

Amostra 6 6
Papp x 10 % CA %ACM Papp x 10

[0) 0)
(cm/s) (cml/s) 7% CA SACM

MTX livre 1,0+0,2 754+79 4,7+05 3,0 £0,05 83,0+9,7 41+1
NHPO,2-5P 2,1+11 61,3+1,7 10,0 £1.9 16+0/4 604+25 109+04
NAHO0,2-5P 6,3+1,8 31,4+134 10,8+0,9 118+2,7 278+91 18,1+6

Os valores de Papp apresentados para a nanoparticula NAHO0,2-5P, foram
aproximadamente 3 e 7,5 vezes maiores que o0s apresentados para a NHP0,2-5P, nos modelos
de monocultura e co-cultura tripla, respectivamente, resultados que corroboram com o perfil
observado na Figura 48.

Para a monocultura de Caco-2, embora os valores de Papp das NPs sejam diferentes,
os valores de %ACM foram semelhantes para ambos os sistemas (aproximadamente 10%),
indicando que o padrdo de interacdo bioldgica das NPs NAHO,2-5P e NHPO0,2-5P com as

células Caco-2 foi semelhante.
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Na co-cultura tripla, o maior valor de %ACM para a NAHO0,2-5P em relagdo a
NHPO,2-5P (18,1% e 10,9%, respectivamente), pode estar relacionado a maior capacidade
mucoadesiva deste sistema, uma vez que a adicdo de HP reduziu o potencial zeta (item 6.8,
Tabela 14), reduzindo provavelmente o grau de interacdo com a mucina, presente no muco,
governado principalmente pela atracdo e interagdes eletrostaticas.

Esse aumento da permeabilidade do MTX incorporado & NAHO,2-5P, pode ser um
atributo favoravel quando o efeito sistémico do farmaco é desejado.

Por outro lado, a nanoparticula NHPO0,2-5P, apesar de apresentar perfil de
permeabilidade semelhante ao farmaco livre (Figura 48), promoveu o0 aumento da
concentracdo de farmaco acumulado nas células, comportamento evidenciado pelos maiores
valores de %ACM, os quais foram aproximadamente 2 e 2,65 vezes maiores para a
monocultura e co-cultura tripla, respectivamente (Tabela 15).

Esse resultado evidenciou que ambas as NPs foram capazes de promover 0 aumento
da interacdo com as células intestinais, atributo favoravel ao tratamento local de patologias
intestinais.

A reduzida Papp do MTX incorporado na nanoparticulas NHP0,2-5P, em relagdo a
NAHO0,2-5P, agrega particular vantagem a sua aplicacdo no tratamento local das doencas
intestinais, uma vez que pode ser capaz de reduzir os efeitos adversos sisttmicos, atuando
mais especificamente na regido intracelular. Caracteristica que torna esse sistema de liberacéo
promissor para o objetivo do trabalho.

Para 0 MTX livre, os reduzidos valores de %ACM, associados a sua reduzida Papp e
elevados valores de %CA (75,4% e 83% na monocultura e co-cultura tripla, respectivamente),
estdo em concordancia com os relatos de que o MTX é um substrato da P-gp, com reduzidas

taxas de permeabilidade e capacidade de acimulo intracelular (BARRUECO et al., 1992).

6.8.2.1. Microscopia confocal de varredura a laser

Apbs os estudos de permeabilidade com as NPs, a integridade das monocamadas nas

monoculturas e modelos triplos foi analisada, por meio da microscopia confocal.

De acordo com os ensaios de viabilidade, as nanoparticulas NHP0,2-5P e NAHO0,2-5P
ndo induziram nenhum sinal de toxicidade, sendo possivel observar uma monocamada
confluente, para todos os modelos utilizados no ensaio de permeabilidade (Figura 49 e Figura
50).
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Portanto, a falta de integridade da monocamada ndo foi o motivo da diferenca
observada em termos de permeabilidade.

Figura 49. Imagem da microscopia confocal (A) monocultura de Caco-2 e (B) co-cultura
tripla, ap6s o ensaio de permeabilidade com a amostra NAHO,2-5P.
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Figura 50. Imagem da microscopia confocal (A) monocultura de Caco-2 e (B) co-cultura
tripla, apos o ensaio de permeabilidade com a amostra NHPO,2-5P.
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E possivel observar na Figura 49 B e Figura 50 B, uma menor expressdo de juncdes
paracelulares (corados em azul), no modelo de co-cultura tripla de células, o que é consistente

devido a presenca de células HT29-MTX e células M.
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7. CONCLUSOES

Nanoparticulas de QS/AH contendo ou ndo HP foram obtidas com sucesso através da
técnica de complexacgdo polieletrolitica, em condicBes reacionais amenas, dispensando 0 uso
de solventes organicos e elevada energia. A eficiéncia de associacdo do MTX foi de
aproximadamente 36,18%.

O conjunto de dados revelou a obtencdo de estruturas com forma esférica, didmetro na
escala nanométrica e adequada homogeneidade de tamanho, além de potencial zeta positivo
(superior a +18 mV) demonstrando que as NPs apresentam caracteristicas e propriedades
favoraveis a estabilidade do sistema, bem como a interacdo com a superficie celular. A
incorporagdo do MTX permitiu a significativa reducdo de tamanho das NPs. A elevada
capacidade mucoadesiva das NPs é um atributo favoravel, pois deve permitir o contato mais
efetivo e prolongado com a biointerface. A indicacdo da influéncia do pH na adsorcéo de
mucina, favorecendo a mucoadesdo nas porcdes inferiores do TGI, agrega particular
vantagem ao sistema. Apesar da reducgéo das taxas de liberagdo do MTX incorporado as NPs,
em pH 1,2, a adicdo de HP ao sistema ndo evitou a liberacdo prematura do farmaco no meio
acido. Dessa forma, 0 uso de estratégias tecnoldgicas adicionais como a veiculacdo em
capsulas gastrorresistentes ou processo de revestimento com polimero entérico podem ser
necessario para o aprimoramento do sistema. Os ensaios de viabilidade celular demonstraram
a seguranca dos polimeros e das NPs. Os ensaios de permeabilidade intestinal in vitro,
utilizando monocultura de células Caco-2 e co-cultura tripla de células, que mimetizam o
epitélio intestinal, evidenciaram a capacidade de modulacdo da permeabilidade do MTX,
através da manipulacdo da composicdo das NPs, bem como o significativo aumento da
associacdo do farmaco incorporado as NPs com as células intestinais, em relacdo ao farmaco
livre, evidenciando a potencial aplicabilidade dessa plataforma tecnoldgica para a liberagdo

e/ou absorgdo de farmacos no célon, para o tratamento patologias locais ou sistémicas.
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