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RESUMO

A superexpressao de receptores na superficie das celulas tumorais representa um potencial
alvo para a vetorizacdo de farmacos no tratamento do cancer. O desenvolvimento de
nanoparticulas com superficie modificada € uma importante estratégia tecnolégica para
promover a interagdo especifica com as células tumorais, objetivando um tratamento mais
seletivo. Nesse trabalho, sistemas para a via oral, baseados em nanocapsulas (NCs)
microencapsuladas em matrizes de goma gelana (GG) e pectina (P) ou amido resistente (AR)
foram desenvolvidos como plataforma para a vetorizacao célon-especifica da camptotecina
(CPT), como potencial estratégia para o tratamento local do cancer col6nico. Primeiramente,
microparticulas vazias (MPs) de GG:P ou GG:AR foram obtidas pelo método de geleificacao
ionotrépica utilizando os Ca®* e/ou AI**. As MPs apresentaram didmetro na faixa de 889 a
1793 pum e elevada circularidade. As MPs obtidas a partir de GG:P reticuladas com AP
apresentaram o menor didmetro médio (889 pm). Entre as compostas por GG:AR, a
reticulacio com Ca®* (GACa) resultou na formagao de particulas menores (~ 1607 pm). A
capacidade de absorcéo de liquido das MPs foi elevada em pH 1,2 e 6,8, no entanto, as taxas
de absorcdo do meio &cido foram menores, principalmente para a GACa. A porcentagem de
erosao das MPs foi maior em pH 1,2 (20 a 26 %) e aparentemente ocorreu a nivel superficial.
Em pH 6,8, a porcentagem de erosao foi de2,5 a 22,6 %, ocorrendo de forma homogénea ao
longo da matriz. A reticulagdo com Ca?" da GG:AR promoveu uma reducdo expressiva da
degradacéo enzimatica (pH 1,2 e 6,8), atributo promissor para a protecdo do farmaco contra
a degradacgdo gastrica. A capacidade mucoadesiva das MPs foi evidenciada em ensaio ex
vivo com mucosa intestinal suina. Com base nas propriedades consideradas promissoras, as
particulas GACa e GPCa forma selecionadas para a incorporacao das NCs. Na segunda etapa
do trabalho, NCs foram obtidas pelo método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente, e
revestidas com quitosana (QS), ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) e/ou acido
hialurdnico (AH), a fim de modular as propriedades de superficie. Para tal, nanoemulsées
aniodnicas foram obtidas variando-se a concentracao de polissorbato 80 e revestidas com QS,
promovendo a inversao do potencial zeta das particulas formadas. As NCs com a proporcao
de 1,8 e 3,6:1 de lecitina:QS, foram posteriormente revestidas com AH e HP. As NCs com
maultiplas camadas de revestimento com didmetro < 250 nm, PDI de ~0,25 e potencial zeta
de -15 a -31 mV, foram selecionadas para a incorporacdo da CPT. A eficiéncia de
incorporacdo da CPT foi >94% e a adicao do farmaco resultou na reducdo do diametro das
particulas. O ensaio de permeacdo ex vivo demonstrou que a nanoencapsulacao reduziu a
taxa de permeacdo da CPT através da mucosa intestinal em até 3,5%, e 0 revestimento com
AH e HP reduziu o percentual de permeacdo em 2x comparado as NCs revestidas apenas
com QS. A capacidade mucoadesiva das NCs foi demonstrada em testes com mucina,
simulando o pH gastrico e entérico. A nanoencapsulacdo ndo reduziu a atividade
antiangiogénica da CPT, em ensaio com a CAM. Para as NCs contendo CPT, observou-se a
acao antiangiogénica localizada, provavelmente devido a capacidade muco/biodesiva, sendo
um efeito vantajoso para acdo local e reducdo de efeitos adversos sistémicos. Na terceira
etapa do trabalho, as NCs foram microencapsuladas nas MPs obtidas previamente obtidas,
apresentando rendimento entre 80 e 89%, e particulas com diametro entre 756 e 921 um. A
eficiéncia de incorporacdo das NCs variou de 16 a 56 %, sendo a composi¢cdo do
revestimento das NCs e da matriz das MPs fatores que influenciaram significativamente esse
parametro. Estudos de mucoadesdo in vitro e ex vivo evidenciaram a elevada capacidade
mucoadesiva dos sistemas em segmentos do intestino delgado, c6lon suino e discos de
mucina, comportamento que pode favorecer a imobilizacdo do sistema no 6rgéo alvo. O
ensaio de digestdo in vitro indicou a susceptibilidade da matriz a acdo enzimatica em
ambiente gastrico, favorecendo a liberacdo da CPT nesse meio. As NCs apresentaram um



conjunto de atributos favoraveis, demonstrando ser uma plataforma promissora para o

tratamento local do cancer coldnico, explorando uma via indireta de inibicdo da progressdo
tumoral.

Palavras-chave: quitosana, goma gelana, acido hialurénico, nanocapsulas, angiogénese,
mucoades&o.



ABSTRACT

The overexpression of receptors on the surface of tumor cells represents a potential target
for drug delivery in the treatment of cancer. The development of surface-modified
nanoparticles is an important technological strategy to promote specific interaction with
neoplastic cells, aiming at a more selective treatment. In this work, oral systems based on
nanocapsules (NCs) microencapsulated in matrices of gellan gum (GG) and pectin (P) or
resistant starch (AR) were developed as a platform for colon-specific target of camptothecin
(CPT), as a potential strategy for the local treatment of colon cancer. First, empty
microparticles (MPs) of GG:P or GG:AR were obtained by the ionotropic gelation method
using Ca?* and/or AI**. The MPs presented diameter in the range of 889 to 1793 pum and
high circularity. The MPs obtained from GG:P crosslinked with AI** had the smallest mean
diameter (889 um). Among those, the composed of GG:AR, crosslinking with Ca?* (GACa)
resulted in the formation of smaller particles (~ 1607 um). The liquid absorption capacity of
MPs was high at pH 1.2 and 6.8, however, the absorption rates of acid medium were lower,
mainly for GACa. The percentage of MPs erosion was higher at pH 1.2 (20 to 26%) and
apparently occurred at the surface level. At pH 6.8, the percentage of erosion ranged from
2.5 to 22.6%, occurring homogeneously along the matrix. Crosslinking with Ca?* of GG:AR
blend promoted an expressive reduction of enzymatic degradation (pH 1.2 and 6.8), a
promising attribute for the protection of the drug against gastric degradation. The
mucoadhesive capacity of MPs was evidenced in an ex vivo assay with porcine intestinal
mucosa. Based on the properties considered promising, GACa and GPCa particles were
selected for the incorporation of NCs. In the second stage of the work, NCs were obtained
by the emulsification/solvent evaporation method, and coated with chitosan (QS),
hypromellosee phthalate (HP) and/or hyaluronic acid (HA), in order to modulate the surface
properties. For this, anionic nanoemulsions were obtained by varying the concentration of
polysorbate 80 and, coated with QS, promoting the inversion of the zeta potential of the
particles. The NCs with the ratio of 1.8 and 3.6:1 of lecithin:QS, were later coated with HA
and HP. NCs with multiple coating layers with diameter < 250 nm, PDI of ~0.25 and zeta
potential of -15 to -31 mV, were selected for CPT incorporation. The incorporation
efficiency was >94% and the drug addition resulted in particle diameter reduction. The ex
vivo permeation assay showed that nanoencapsulation reduced the permeation rate of CPT
through the intestinal mucosa by up to 3.5x, and coating with HA and HP reduced the
permeation percentage by 2x compared to NCs coated with QS alone. The mucoadhesive
capacity of NCs was demonstrated in mucin tests, simulating gastric and enteric pH.
Nanoencapsulation did not reduce the antiangiogenic activity of CPT in an assay with CAM.
For NCs containing CPT, localized antiangiogenic action was observed, probably due to the
mucus/biodesive capacity, which is an advantageous effect for local action and reduction of
systemic adverse effects. In the third stage of the work, the NCs were microencapsulated in
the previously obtained MPs, presenting a yield between 80 and 89%, and particles with a
diameter between 756 and 921 um. The NCs incorporation efficiency ranged from 16 to
56%, and the composition of the NC coating and the MPs matrix were factors that
significantly influenced this parameter. In vitro and ex vivo mucoadhesion studies showed
the high mucoadhesive capacity of the systems in segments of porcine small intestine, colon
and mucin discs, a behavior that may favor the immobilization of the system in the target
organ. The in vitro digestion assay indicated the susceptibility of the matrix to enzymatic
action in the gastric environment, favoring the release of CPT in this medium. NCs showed
a set of favorable attributes, proving to be a promising platform for the local treatment of
colonic cancer, exploring an indirect pathway of tumor progression inhibition.

Keywords: chitosan, gellan gum, hyaluronic acid, nanocapsules, angiogenesis,
mucoadhesion.
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LQ: limite de quantificacdo

DPR%: desvio padrdo relativo percentual

tR: tempo de retencao

FC: fator de cauda

L: lecitina de soja

NEs: nanoemulsdes

NCs: nanocapsulas

D: diclorometano

E: etanol

R%: porcentagem de rendimento

FMax: forca maxima de destacamento

PDI: indice de polidispersédo

GACa: microparticulas vazias de GG:AR reticuladas com calcio
GPCa: microparticulas vazias de GG:P reticuladas com célcio
F2_3,6_1: nanocapsulas vazias contendo lecitina:quitosana na razédo 3,6:1
F2 3,6 _1a3: nanocapsulas vazias contendo lecitina:quitosana na razdo 3,6:1, revestidas

também com acido hialurénico



F2 3,6 1a3C: nanocapsulas com CPT, contendo lecitina:quitosana na razdo 3,6:1,
revestidas com acido hialurénico

F2_3,6_1p3: nanocapsulas vazias contendo lecitina:quitosana narazdo 3,6:1, revestidas com
acido hialurénico e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

F2_3,6_1p3C: nanocapsulas com CPT contendo lecitina:quitosana na razdo 3,6:1,

revestidas com &cido hialurdnico e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
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1. INTRODUCAO

O delineamento de sistemas de liberacdo inovadores tem como objetivo o controle
temporal e/ou espacial da liberacdo do farmaco, visando maximizar sua concentracdo no sitio
de acdo e/ou absorcdo, reduzir a dose e frequéncia de administracées, bem como as oscilagoes
dos niveis plasmaticos, melhorando a eficacia terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais
(DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004; PINTO, 2010).

Dentre os diversos sistemas de liberacdo de farmacos inovadores, os destinados a via
oral sdo de particular interesse para o tratamento de doengas crénico degenerativas, como 0
cancer, devido as vantagens inerentes a essa via, dentre elas a facilidade, seguranca e conforto
na administracdo, além da possibilidade de flexibilizacdo de doses (FASANO, 1998;
KHAFAGY et al., 2007). No entanto, as extremas variagcdes de pH e conteldo enzimatico ao
longo do trato gastrointestinal (TGI), além do tempo de transito e integridade do muco e
mucosa, 0s quais podem variar no estado patoldgico, impde grandes desafios para que ap6s a
administracdo oral, o farmaco alcance o local de agdo/absorcdo de forma eficiente.

Entre os sistemas destinados a via oral, as microparticulas quando formuladas com
polimeros e tecnologias apropriadas, representam sistemas de liberacéo promissores capazes de
proteger o farmaco da degradacao prematura, aumentando sua estabilidade frente ao pH e acéo
enzimatica, além de promover controle das taxas de liberacdo (WONG; AL-SALAMI; DASS,
2018). Porém, as dimensdes dos sistemas microestruturados podem dificultar a modulacédo da
performance biol6gica, considerando que suas dimensdes impossibilitam a difusdo através das
membranas fisioldgicas e a interacdo com receptores celulares especificos (KOHANE, 2007).

Em contrapartida, devido a reduzida dimensdo e elevada energia de superficie, as
nanoparticulas sao sistemas capazes de interagir ativamente com 0s componentes da membrana
celular, regulando funcbes e mecanismos de defesa, resultando no maior grau de permeacéo e
internalizacdo celular. A elevada energia livre de superficie desses sistemas favorece a
ocorréncia de intera¢fes dindmicas e de elevada especificidade na nano-biointerface. Porém,
essa elevada energia de superficie pode limitar a administracdo pela via oral, j& que deve
favorecer também as interacbes com enzimas e outras macromoléculas inespecificas,
resultando, por exemplo, na degradacdo das particulas e do farmaco nas porgdes superiores do
TGI (NEL et al., 2009).

Frente & essas propriedades e limitagBes, a associacdo da micro e nanotecnologia
representa uma vantajosa e potencial estratégia para o desenvolvimento de um sistema inovador

e eficiente para a terapia mais eficaz e segura de doengas que acometem o TGI.
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Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo o delineamento de um sistema
multifuncional para administracdo oral, baseado em nanoparticulas microencapsuladas, a fim
de promover a liberacdo colon-especifica da camptotecina (CPT), como potencial estratégia
para o tratamento de cancer colonico.

A CPT apresenta potente atividade antitumoral, sendo classificada como um
quimioterapico ciclo-especifico (GILBERT; CHALMERS; EL-KHAMISY, 2012). Além de
atuar diretamente inibindo o crescimento das células tumorais, estudos relatam a acao
antiangiogénica da CPT, agindo na inibicao da progresséo de diversos tipos de tumores sélidos
como o colénico (CLEMENTS et al., 1999; DAI et al., 2011; SUN et al., 2007).

Apesar do potencial terapéutico, a falta de especificidade, baixa solubilidade aquosa e a
instabilidade quimica da CPT limitam sua aplicacdo na terapia convencional (FULZELE;
SATDIVE, 2005).

Dessa forma, a compartimentalizacdo da CPT em nanoestruturas baseadas em materiais
com propriedades especificas e moduladas, pode contribuir efetivamente para a interacao
especifica com células tumorais, reduzindo sua toxicidade ndo especifica e potencializando sua
acao terapéutica.

A associacdo de diferentes estratégias no desenvolvimento do sistema multifuncional
proposto neste trabalho é altamente inovadora, e busca 0 avango na pesquisa por novas
alternativas terapéuticas para o tratamento mais seletivo e especifico do cancer coldnico.

A administracdo oral, a maior especificidade de acdo e a reducéo dos efeitos colaterais
sdo atributos criticos para a maior adesdo do paciente ao tratamento, melhoria em sua qualidade
de vida e a maximizacgéo do efeito terapéutico. Contudo, deve-se considerar a complexidade
tecnoldgica que envolve a utilizacdo de diferentes materiais e técnicas para alcancgar a formacéo
de um sistema matricial micrométrico contendo em sua estrutura nanoparticulas carregadas com
o farmaco, de forma que a modulacao das propriedades dos sistemas micro e nano estruturados
sdo fundamentais para se alcancar o objetivo pretendido.

Para o desenvolvimento racional das nanoparticulas, considerou-se como propriedades
potencialmente promissoras a mucoadesividade e habilidade de interagir de forma especifica
com as células tumorais na regido intestinal. Outro atributo critico foi a capacidade da
nanoestrutura encapsular de forma efetiva a CPT, considerando sua baixa solubilidade aquosa.

Para a efetiva compartimentalizagdo da CPT, racionalizou-se o desenvolvimento de
nanocapsulas com ndcleo organico, enquanto que para atribuir as propriedades de superficie

desejaveis, realizou-se a modificacdo da superficie com diferentes polimeros.
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Entre os polimeros selecionados, destaca-se o acido hialurdénico (AH), um polimero
natural que tem despertado particular interesse em nosso grupo de pesquisa para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo mucoadesivos inovadores. Os fragmentos de AH
interagem de forma especifica com receptores celulares RHAMM e CD44, superexpressos na
superficie das células tumorais, principalmente da regido intestinal, induzindo diretamente a
uma série de sinais de internalizacdo (TOOLE, 2004). Também foram selecionados para
compor o sistema a quitosana (QS), polimero natural, catibnico, com importante capacidade
bio e mucoadesiva, e o ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP), aniénico e atoxico, com
solubilidade pH dependente e com potencial capacidade de modular o efluxo celular (BONI et
al., 2018; GHOSH et al., 2011; RINAUDO, 2006).

Para as microparticulas que veiculardo as nanocépsulas, delineou-se um sistema
matricial com propriedade mucoadesiva e resisténcia a degradacdo enzimatica nas porcoes
superiores do TGl, evitando a liberacdo prematura do farmaco no ambiente acido do estémago,
favorecendo sua liberagdo no meio entérico.

Com base no conhecimento gerado por pesquisas previamente desenvolvidas em nosso
grupo (BONI; PREZOTTI; CURY, 2016; MENEGUIN et al., 2018; OLIVEIRA CARDOSO
et al.,, 2017; PREZOTTI et al., 2018; PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014) os
polimeros goma gelana (GG), pectina (P) e amido resistente (AR) foram considerados
promissores para atender o perfil alvo. A GG é um exopolissacarideo obtido pelo processo de
fermentacdo aerobica do microrganismo Sphingomonas elodea. Por apresentar elevada
capacidade de geleificacdo, ser atoxica e biodegradavel é utilizada no desenvolvimento de
produtos alimenticios e farmacéuticos. A formacdo de hidrogéis de GG é dependente de
temperatura e pode ser induzida pela presenca de cations divalentes ou trivalentes (OSMALEK;
FROELICH; TASAREK, 2014).

Estudos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa, destacaram a elevada capacidade
mucoadesiva e o efetivo controle das taxas de liberacdo do farmaco por sistemas baseados em
GG (BONI; PREZOTTI; CURY, 2016; OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017; PREZOTTl et al.,
2018; PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014).

A P é um polissacarideo que constitui a parede celular de diversos vegetais, €
amplamente utilizada em alimentos processados e como componente na obtencao de sistemas
para liberacao colon-especifica de farmacos (CARBINATTO et al., 2012). As macromoléculas
de P permanecerem agregadas em pH acido e esses agregados ndo sdo degradados ou digeridos

pelas enzimas presentes no ambiente estomacal (THAKUR et al., 1997). JA 0 AR é uma fracéo
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do amido que apresenta propriedades adequadas a aplicacdo pretendida, como reduzida
digestdo no estdbmago e intestino delgado, além de degradacéo especifica por enzimas presentes
no colon (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2010a; MENEGUIN; CURY; EVANGELISTA,
2014; OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017).

O presente projeto representa uma evolugdo do conhecimento adquirido, para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada multifuncionais, pouco explorados na
literatura, no qual buscou-se a associacdo de materiais de relativo baixo custo, biocompativeis
e biodegradaveis, ja bastante consolidados individualmente em nosso grupo de pesquisa.
Apesar de todo o conhecimento a cerca desses materiais, a obtencdo do sistema proposto
representa um grande desafio, considerando sua complexidade estrutural e os atributos criticos

ao desempenho proposto.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Ao longo dos anos, a pesquisa na area farmacéutica vem se concentrando na descoberta
e sintese de novas moléculas farmacologicamente ativas para a prevengdo e tratamento de
doencas cronico-degenerativas. Em 2019, o mercado farmacéutico global investiu cerca de 1,25
trilhGes de ddlares no setor de pesquisa e desenvolvimento e estima-se um aumento de
aproximadamente 30 % nesse valor para 2024 (MIKULIC, 2020). Esses elevados investimentos
se justificam pela corrida das empresas para a oferta de novos produtos, associada a necessidade
de novas terapias principalmente para o cancer, depressao e Alzheimer, doengas complexas e
cada vez mais frequentes devido ao envelhecimento da populacdo mundial (LEONARDI;
MATOQOS, 2020).

Apesar dos elevados investimentos financeiros e intelectuais, o processo de descoberta,
isolamento e a sintese de novos farmacos € complexo, de alto custo e, na maioria dos casos,
anos de pesquisa sdo necessarios para gque sua eficacia e seguranca sejam comprovadas. Além
disso, é evidente que muitas moléculas apesar de apresentarem acdo ndo apresentam beneficio
terapéutico, devido a problemas farmacocinéticos que envolvem absorcdo, distribuicdo e
metabolizagdo, ou farmacodindmicos, resultantes de mecanismos de resisténcia que afetam a
interacdo farmaco-receptor (FENTON et al., 2018; PEREIRA, 2007).

A utilizagdo dessas moléculas em formas farmacéuticas convencionais normalmente ndo
permite a modulacédo da solubilidade e permeabilidade da molécula, bem como de seu perfil de
distribuicdo, resultando em flutuagdes da concentracdo plasmatica e tecidual, além de
toxicidade inespecifica (MURUGESAN et al., 2020).
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Nesse contexto, 0s avangos na tecnologia farmacéutica e na ciéncia de materiais, por meio
do desenvolvimento e delineamento racional de sistemas de liberagcdo inovadores, tém
permitido o aumento da eficacia e seguranca de novos farmacos e/ou biomoléculas com
problemas relacionados a estabilidade, permeabilidade e toxicidade. Mais recentemente, a
busca por sistemas com a habilidade de vetorizar e/ou modular as taxas de liberag&o; como a
reducdo das variacbes dos niveis plasmaticos e diminuicdo de dose e frequéncia de
administracbes pode promover uma série de vantagens. Quando um farmaco ¢é
compartimentalizado, os parametros farmacocinéticos, como absorcdo, distribuicdo e
eliminacdo, ndo sdo apenas condicionados pelas propriedades intrinsecas do farmaco, mas
também sdo fortemente influenciados pelas propriedades do carreador (BONI et al., 2021).

Além dessas vantagens, a incorporacgédo de farmacos em sistemas de liberacdo inovadores
pode permitir explorar novas vias de administracdo, tornando o tratamento mais seguro,

confortavel e efetivo ao paciente.

2.1. Sistemas colon-especificos para administracao oral

A via oral é a mais comumente utilizada para a administracdo de diversas classes de
farmacos, veiculados em formas farmacéuticas solidas, liquidas e particuladas, por ser uma via
ndo invasiva, conveniente ao paciente, que permite a auto administracéo e a flexibilidade de
dose (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019).

Diversos objetivos podem ser alcancados com o delineamento de sistemas orais para
liberagdo modificada de farmacos. Dentre eles, destacam-se 0 aumento da biodisponibilidade
de farmacos de baixa solubilidade e/ou permeabilidade, como os pertencentes as classes Il
(elevada solubilidade e baixa permeabilidade) e IV (baixa solubilidade e baixa permeabilidade) do
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica. Por outro lado, estratégias adicionais podem agregar
potencialidade para o tratamento local de doencas gastrointestinais, possibilitando o
direcionamento da liberacdo do farmaco para um o6rgdo ou tecido especifico do TGl,
aumentando sua internalizagéo celular e reduzindo a permeabilidade intestinal (FENTON et al.,
2018; HUA; SALOMONE, 2020).

Entre as doencas que acometem o TGI, o cancer col6nico (CC) vem sendo alvo de
diversos estudos devido a elevada incidéncia e taxa de mortalidade. Anatomicamente, o CC é
caracterizado por um tumor sélido que geralmente se desenvolve no célon descendente ou
sigmoide, altamente vascularizado e de crescimento relativamente rapido se nédo tratado (Figura
1) (REGO et al., 2012).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da anatomia do tumor col6nico. (Fonte: préprio autor).

As abordagens terapéuticas para o tratamento desse tipo de cancer envolvem a
quimioterapia intravenosa, associada ou ndo a radioterapia e ressec¢do cirdrgica (TILLY,
2003). Entre os principais obstaculos enfrentados na terapia convencional do CC, destacam-se
os diversos efeitos colaterais ocasionados principalmente pela falta de
especificidade/seletividade dos farmacos, a predisposicdo das células tumorais em
desenvolverem resisténcia e a dificuldade dos antineoplasicos em atingirem o alvo em
concentracgdes efetivas (ESTANQUEIRO et al., 2015).

O célon é um dos ultimos segmentos do TGI, com tempo de transito prolongado, baixa
atividade proteolitica e pH préximo da neutralidade. Apresenta reduzida taxa de renovacao da
camada de muco e baixa motilidade, em comparacdo com o estdmago e intestino delgado,
caracteristicas que o tornam um sitio promissor para a liberacdo, acdo e/ou absorcdo de
farmacos.

O delineamento de sistemas colon-especificos pode permitir o tratamento local de
doencas, como o CC, com elevada eficacia, reduzindo o risco de efeitos adversos sistémicos
(HUA; SALOMONE, 2020; IBEKWE et al., 2008). Contudo, deve-se considerar que cada
segmento do TGI apresenta diferencas anatomo-fisioldgicas que podem atuar como barreiras
para a vetorizacdo célon-especifica, apds a administracdo oral. A variagdo extrema de pH, a
viscosidade/composi¢do dos fluidos bioldgicos e o complexo conteddo enzimatico estéo entre
0s principais fatores que devem ser ponderados (Figura 2) (DATE; HANES; ENSIGN, 2016).
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Valor de pH no Secregodes/ conteudo Tempo de
limen enzimatico transito
Esoéfago :
g 5-6 Muco Minutos
Estdomago Muco, suco géstrico (acido
<3 cloridrico, pepsina e sais 0,5a 6 horas
inorgénicos)
Muco, suco entérico (amilase
Intestino delgado 6-8 pancreética, sacarase, maltase, 2a 6 horas
lactase, lipase e peptidases)
Intestino grosso Muco, glucosidases,
5-8 polissacaridases, esterases e 4a 70 horas

amidases

Figura 2. Fisiologia do trato gastrointestinal. (Adaptado de HUA et al., 2015).

O esdfago tem a funcdo de transporte para o estdmago, apresentando curto tempo de
transito que pode variar de alguns segundos a minutos. Apresenta pH levemente &cido (valor
entre 5 e 6), ndo secretando enzimas, portanto, ndo representa um ambiente potencialmente
nocivo ao sistema ap6s a administracdo oral. Em contrapartida, o proximo segmento, 0
estdmago, apresenta valor de pH extremamente acido, que pode variar de 1,2 a 3,0 sem e com
a ingestdo de alimentos, respectivamente. Além do pH acido, o estbmago é um local de elevada
atividade enzimatica, com tempo de transito de até 6 horas, fatores que o tornam um segmento
capaz de degradar facilmente o sistema e o farmaco. Passando pelo estdmago, o proximo
segmento é o intestino delgado com valor de pH proximo da neutralidade, mas ainda com
elevada atividade de enzimas secretadas pelo pancreas e microbiota local (HOMAYUN; LIN;
CHOI, 2019; HUA et al., 2015; KOTLA et al., 2019). Essa regido tem como funces a digestao
e absorcdo dos nutrientes, apresentando elevada area superficial, com a presenca de pregas
circulares, vilosidades e microvilosidades. O tempo de transito no intestino delgado é de 2 a 6
horas, sendo variavel entre os individuos e no estado patologico. Apos, tem-se o intestino
grosso, onde localiza-se o célon, com 1,5 m de comprimento e valor de pH entre 5 e 8. Muitos
polissacarideos e carboidratos que resistem a digestdo no estbmago ou intestino delgado sao
degradados pela acdo da microbiota col6nica (KOTLA et al., 2019). Em estado patoldgico, a
composicao dessa microbiota pode ser afetada, bem como pode ocorrer 0 aumento da secre¢édo

de mucina e proteases no muco, impactando na reducéo significativa do tempo de transito
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(SIPQS, 2012). Além disso, particulas com maior diametro tem o transito facilitado por todo a
regido superior do TGI e pelo colon, sendo eliminadas mais rapidamente, fatores que devem
ser considerados no desenvolvimento do sistema (HUA; SALOMONE, 2020).

Ao mesmo tempo que as variacdes anatomo-fisiologicas do TGI representam barreiras a
serem transpostas para a vetorizacao col6nica, elas podem ser utilizadas como estimulos para a
modulacédo da liberagdo do farmaco incorporado ao sistema.

Neste sentido, diversas abordagens podem ser exploradas, dentre elas o delineamento de
matrizes com comportamento de solubilidade, intumescimento e/ou erosdo pH-responsivos.
Esse tipo de sistema deve permanecer relativamente inerte em valores de pH &cido e apresentar
reposta frente ao pH neutro ou ligeiramente alcalino do colon. Além de direcionar a liberagéo
do farmaco para a regido entérica, esse tipo de matriz deve proteger o farmaco do ambiente
gastrico. Apesar de ser uma estratégia interessante, a ocorréncia de variabilidade dos valores de
pH no TGI induzidas por doenca, dieta, coadministracdo de farmacos, dentre outros, podem
influenciar a responsividade do sistema (DATE; HANES; ENSIGN, 2016; HUA;
SALOMONE, 2020).

Outra abordagem promissora é o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos.
Explorando a densa e espessa camada de muco que reveste o célon, os sistemas podem
permanecer retidos no sitio de acdo por um tempo prolongado, independente do peristaltismo
intestinal, proporcionando um contato mais intimo com a bio-interface, favorecendo a interagéo
e a internalizacdo do farmaco (BODDUPALLI et al., 2010). Almejando a liberacdo coldnica,
outra estratégia interessante é explorar a atividade das bactérias e enzimas que compde a
microbiota do cdlon. Biopolimeros, como os polissacarideos, sdo facilmente degradados e
metabolizados na regido coldnica, podendo ser utilizados na composi¢do dos sistemas de
liberacdo colon-especifica. No entanto, por apresentarem elevada hidrofilia podem absorver
elevados volumes de suco gastrico ou entérico, permitindo o acesso de bactérias e enzimas, 0
que poderia resultar na degradacao prematura da matriz e liberagdo precoce do farmaco (DATE;
HANES; ENSIGN, 2016; KOTLA et al., 2019; PINTO, 2010; VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010).

Frente a essas limitacbes e vantagens, a associacdo de diferentes estratégias pode
contribuir para o direcionamento efetivo do farmaco para o célon., tornando a selecéo racional
dos materiais e tecnologias de producdo determinantes para o éxito da vetoriza¢do para este

sitio de acéo.
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2.1.1. Biopolimeros na composi¢ao de sistemas de liberacéo célon-especifica
Os biopolimeros sdo macromoléculas de origem natural, como as proteinas e

polissacarideos, extraidos de plantas, animais e os produzidos por microrganismos. A utilizacéo
desses materiais na composicdo dos sistemas de liberacdo colon-especifica representa uma
alternativa vantajosa considerando sua ampla disponibilidade na natureza, seguranca,
estabilidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade. Além disso, a presenga de grupamentos
hidrofilicos e ionizaveis permite a realizacdo de modificacdes fisico-quimicas, originando
derivados com propriedades especificas e favordveis a aplicacdo desejada (DEBELE;
MEKURIA; TSAI, 2016a; DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004). In vivo, os biopolimeros ndo
induzem respostas imunogénicas ou toxicidade cronica por mimetizarem as macromoléculas
fisioldgicas e serem degradados em cadeias de menor massa molecular, sendo metabolizados,
eliminados ou absorvidos pelo organismo (GOPINATH et al., 2018).

Os polissacarideos vém sendo muito utilizados na pesquisa e desenvolvimento de
sistemas de liberagdo modificada. O uso isolado ou de misturas de polissacarideos como a GG,
P e amido, modificados por reacdes de reticulacdo ou retrogradagédo tém sido alvo de diversas
pesquisas do nosso grupo. Estudos acerca de variaveis como tipo/associacdo/concentracdao dos
polissacarideos e grau de reticulacdo, vem sendo realizados, explorando a manipulacdo de
propriedades como solubilidade, degradabilidade e mucoadesividade, buscando-se maior
eficiéncia na vetorizacdo colbnica de farmacos (BONI; PREZOTTI; CURY, 2016;
CARBINATTO et al., 2012; DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2020; DOS SANTOS et al.,
2021; MENEGUIN et al., 2018; MENEGUIN; CURY; EVANGELISTA, 2014; PREZOTTI et
al., 2012, 2020; PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014; RIBEIRO et al., 2016; SOARES
etal., 2013).

Microparticulas de GG reticuladas com aluminio foram desenvolvidas e a variacdo da
concentracdo de polimero e agente reticulante resultou em mudancas significativas no diametro
e forma das particulas. A liberacdo do cetoprofeno incorporado a essas microparticulas
demonstrou ser pH-dependente, com taxas de liberagdo em meio acido entre 42,5% e 44,9% e
um efeito burst de liberacdo em tampéo fosfato (pH 7,4), alcancando 100% de liberagdo apos
240 minutos (BONI; PREZOTTI; CURY, 2016). Outro estudo demonstrou que a associagéo da
GG com a P, para a obtencéo de microparticulas reticuladas com aluminio, resultou no maior
controle das taxas de liberagdo. Comparando-se com as microparticulas compostas apenas por
GG, as que continham P reduziram a porcentagem de liberagdo do cetoprofeno em meio &cido

para aproximadamente 25%, sustentando a liberacdo por até 360 minutos em tampé&o fosfato
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(pH 7,4) (PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014). A mesma plataforma foi testada para
a incorporacao do resveratrol e, resultados semelhantes de controle das taxas de liberagéo em
meio acido foram observados, com a liberacdo de 100 % do farmaco em tampéo fosfato (pH
6,8) apos 48 horas. Adicionalmente, estudos de viabilidade celular com as linhagens Caco-2 e
HT29-MTX comprovaram a seguranca dos sistemas utilizando o aluminio como reticulante
(MENEGUIN et al., 2018; PREZOTTI et al., 2018).

A mistura de GG com amido resistente também foi objeto de estudo em nosso grupo para
a obtencdo de microparticulas contendo cetoprofeno. Os sistemas obtidos apresentaram elevada
mucoadesividade e menores taxas de liberagcdo do farmaco em meio &cido, comparadas com as
microparticulas de GG e P (<17 %). Em tampao fosfato, os sistemas apresentaram diferentes
niveis de controle das taxas de liberacdo, de acordo com sua composicdo, caracterizando-0s
como potenciais plataformas para vetorizacdo colonica (DE OLIVEIRA CARDOSO et al.,
2020).

Filmes de P e amido resistentes também foram utilizados como revestimento para
microparticulas de GG contendo insulina. O sistema foi capaz de proteger a degradacédo
enzimatica da insulina em 80%, aumentando sua permeabilidade intestinal in vitro e

contribuindo para um efetivo efeito hipoglicemiante in vivo (MENEGUIN et al., 2018).

2.1.1.1. Goma gelana (GG)

A GG é um polissacarideo hidrofilico, de cadeia linear e ani6nica obtido pelo processo
de fermentac&o aerobica do microrganismo Sphingomonas elodea. E composta pela repeticdo
de unidades de a-L-ramnose; -1,3-D-glicose e 3-1,4-D-acido glicurdnico na razéo 1:2:1, com
pKa de aproximadamente 3,5. A GG nativa possui ligado a seus residuos de glicose 0s
substituintes acetil e L-gliceril, que sdo removidos por hidrélise alcalina gerando a GG
desacetilada (Figura 3), comercialmente utilizada no setor alimenticio como espessante e
formadora de filme (GIAVASIS; HARVEY; MCNEIL, 2000; OSMALEK; FROELICH;
TASAREK, 2014).
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Figura 3. Estrutura molecular da GG nativa (A) e GG desacetilada (B). (Fonte: OSMALEK et. al.
2014).

A GG apresenta elevada capacidade de geleificacdo dependente de temperatura, mesmo
em baixas concentracdes (> 1,5 %, m/v). O processo de geleificacdo da GG de baixo grau de
acetilacdo ou desacetilada, ocorre em temperaturas inferiores a 35°C, com a transicdo
conformacional das cadeias espirais isoladas para dupla hélice. O arranjo dessas duplas hélices
via interacGes supramoleculares, como as de hidrogénio, formam zonas de jungdo ordenadas.
A associacdo desses segmentos helicoidais duplos resulta na estruturagdo de uma rede
tridimensional, caracteristica do hidrogel de GG. A adicdo de céations di ou trivalentes no
processo de reticulacdo, aumenta significativamente o nimero de zonas de juncdo entre as
cadeias de GG, originando hidrogéis de elevada resisténcia mecéanica e térmica, sendo a GG um
componente estrutural importante para a formacao das microparticulas (GIAVASIS et al., 2008;
OSMALEK; FROELICH; TASAREK, 2014).

Embora vérios estudos tenham sido realizados empregando a reticulacéo i6nica da GG
com Ca?*, recentemente os estudos tém focado na utilizacdo do AI**, devido a sua capacidade
de formar estruturas mais empacotadas e compactas. Dentre os trabalhos utilizando GG, poucos
relatam os efeitos da formacdo de microparticulas por meio da dupla reticulagdo idnica com
A" e Ca?*,

Outra importante propriedade da GG que vem sendo explorada no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo coélon-especifica de farmacos é a mucoadesividade. Polimeros que

apresentam grupamentos hidrofilicos e/ou ionizaveis como as hidroxilas, carboxilas, amino e
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sulfato, capazes de formar interagdes com a mucina presente no muco, normalmente apresentam
elevada mucoadesdo (KHUTORYANSKIY, 2011).

De Oliveira e colaboradores (2020) conduziram estudos reolégicos para investigar a
capacidade mucoadesiva da GG em diferentes valores de pH. Os estudos revelaram que fortes
interacOes, governadas principalmente por ligaces de hidrogénio, entre a GG e a mucina sao
formadas em pH 1,2 (DE OLIVEIRA CARDOSO; GREMIAOQ; CURY, 2020).

Contudo, o desempenho mucoadesivo de polimeros como a GG pode diminuir com o
processo de reticulacdo idnica e/ou com sua associacdo a outros polissacarideos. A
disponibilidade dos grupamentos, bem como a flexibilidade das cadeias poliméricas podem ser
desfavorecidas devido a interpenetracdo fisica e as interagfes supramoleculares, na mistura de
diferentes polissacarideos. O mesmo ocorre na reticulacdo, em que os cations se ligam aos
grupamentos aniénicos do polimero, imobilizando as cadeias no processo de formacdo da malha
polimérica. Esses eventos podem prejudicar os processos de interpenetracdo das cadeias do
polimero com as cadeias de mucina e o estabelecimento de interacGes entre elas, dificultando a
consolidacdo do processo de mucoadesdo (GRABOVAC; GUGGI; BERNKOP-SCHNU, 2005;
KHUTORYANSKIY, 2011).

2.1.1.2. Pectina (P)

As pectinas representam um grupo de polissacarideos que compde a parede celular de
plantas e algas marinhas, desempenhando a funcdo de manutencgéo de estruturas, sustentacéo e
protecdo contra diversos fatores ambientais (THAKUR et al., 1997). A composicdo da P é
complexa e pode variar de acordo com a fonte de extracdo. De forma geral, a P consiste em
uma estrutura linear de homogalacturonana contendo acidos D-galacturénicos unidos por
ligagdes glicosidicas do tipo a-(1->4), que podem estar esterificados com grupamentos metila
e acetila (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo da estrutura da pectina. (Fonte: Khotimchenko, 2020).

O grau de esterificacdo dos residuos de acido galacturénico € uma caracteristica estrutural
importante da P, pois estd relacionada diretamente as propriedades de geleificagdo deste
polissacarideo. Além da porcéo linear, a estrutura da P apresenta regides altamente ramificadas
denominadas de ramnogalacturonana | e Il, essas regiGes possuem diversas cadeias laterais
compostas por diferentes tipos de acucares (Figura 4) (KHOTIMCHENKO, 2020).

Pectinas com baixo grau de esterificagdo formam facilmente géis na presenca de ions
multivalentes. Ja P de elevado grau de esterificacdo tem a geleificacdo governada pela presenca
de agucares, em meio acido, sendo muito utilizada na industria de alimentos como espessante
de sucos e geleias (YAPO, 2011).

Entre as vantagens do uso da P para o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo colon-
especifica, destacam-se sua aprovacdo para consumo humano e a degradacgdo especifica por
enzimas produzidas pela microbiota coldnica. Esse processo de degradacdo e fermentacdo
col6nica da P resulta na producéo de acidos graxos de cadeia curta, 0s quais atuam no equilibrio
do pH da regido, auxiliando na manutencéo da microbiota e da fisiologia colénica do paciente
(KHOTIMCHENKO, 2020).

As pectinas ndo sao digeridas por enzimas gastricas ou do intestino delgado, no entanto,
apresentam solubilidade elevada podendo facilmente dispersar nos diferentes fluidos do TGI.
Frente a essa limitacdo da P, tem-se como alternativa o processo de reticulacdo idnica e/ou a
associacdo a outros polissacarideos, como a GG, obtendo-se geis mais estruturados e
resistentes, com menor hidrofilia (PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014).
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Por apresentar grupamentos carboxilicos, ionizaveis em valore de pH superiores a seu
pKa de 2,3, 0 uso da P em sistemas de liberacdo vem sendo associado a responsividade pH-
dependente. Devido a presenca desses grupamentos, a capacidade mucoadesiva da P também é
uma propriedade que pode agregar vantagens ao sistema. Thirawong e co-autores realizaram
um estudo sobre a mucoadesividade de diferentes tipos de P em substratos biolégicos (tecido
bucal, estomacal e intestinal suino). Os resultados demonstraram que pectinas de baixo grau de
esterificacdo apresentaram menor capacidade mucoadesiva, comparada com pectinas de
elevado grau de esterificacdo. Outro ponto levantado no estudo foi a influéncia da massa
molecular na mucoadesividade da P. Polissacarideos maiores e mais ramificados tem facilidade
de estabelecer maior nimero de interagdes com o muco, via interpenetracdo das cadeias e
formacéo de ligacbes de hidrogénio, Van der Waals e interacdes hidrofobicas. Em relacdo ao
substrato, todas as pectinas testadas apresentaram maior mucoadesividade no intestino grosso,
em relacdo ao intestino delgado e estdmago, destacando a aplicabilidade desse material na
composic¢do de sistemas para vetorizagdo e liberagdo coldnica de farmacos (THIRAWONG et
al., 2007).

2.1.1.3. Amido resistente (AR)

O amido é um homopolissacarideo granular de reserva presente em diversas espécies
vegetais, formado por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-(1->4) e
a-(1->6). Estruturalmente apresenta dois componentes principais, a amilose (15 a 20 %) que é
essencialmente linear e de baixa solubilidade e a amilopectina (80- 85%) de cadeia ramificada
e hidrossoltvel (Figura 5) (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006).
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Figura 5. Estrutura molecular da amilose e amilopectina.
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Por ser biocompativel, biodegradavel e de baixo custo, 0 amido tem sido extensivamente
utilizado na industria alimenticia e farmacéutica como excipiente em formas farmacéuticas
solidas. No entanto, o amido € potencialmente digerivel pelas enzimas secretadas no TGI. Na
boca, durante o processo de mastigacao inicia-se a digestdo do amido, facilitada pela presenca
da amilase salivar. No intestino delgado o processo de digestdo é concluido, via hidrolise pela
a-amilase pancredtica e enzimas intestinais (lactase, maltase e sacarase), para a absor¢do dos
monossacarideos pelas células. Fatores como a razdo amilose:amilopectina do amido, idade do
individuo e uso de medicamentos que atuam como inibidores enzimaticos podem dificultar o
processo de digestdo e absor¢do no intestino delgado, com pequenas fragdes integras do amido
alcancando o cdlon (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2010b).

Considerando os beneficios da utilizacdo do amido nativo como excipiente e suas
limitacGes relacionadas a solubilidade e digestibilidade, a modificacdo fisica via processo
hidrotérmico pode resultar na formacdo do amido retrogradado tipo 3 (AR), um material com
propriedades fisico-quimicas e de degradacdo moduladas a aplicacdo na composicdo de
sistemas de liberacdo cdlon-especifica de farmacos (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2020;
DOS SANTOS et al., 2021; MENEGUIN et al., 2018; RIBEIRO et al., 2016).

O AR tipo 3, que apresenta maior estabilidade térmica e baixa solubilidade aquosa, é
formado por meio do processo de retrogradacdo do amido com alto teor de amilose. Esse
processo baseado em ciclos alternados de armazenamento em diferentes temperaturas, permite
a reassociacdo das cadeias poliméricas de amilose e amilopectina, formando uma estrutura
parcialmente cristalina, estabilizada principalmente por ligacdes de hidrogénio (SITU et al.,
2015). Devido a estrutura tridimensional compacta que se forma apGs o0 processo de
retrogradacdo, 0 acesso das enzimas para hidrdlise é dificultado, tornando esse tipo de amido
resistente a digestdo no intestino delgado. Apenas ao alcancar o colon o AR sera fermentado
pela acdo da microbiota, formando &cidos graxos de cadeias curta (HARALAMPU, 2000;
LOBO; DE LEMOS SILVA, 2003).

Entre os compostos formados a partir da fermentacdo do AR no colon, destacam-se o
acido butirico e butirato. Essas moléculas sdo utilizadas como substrato energético para as
células epiteliais do intestino grosso e, diversos estudos relatam sua a¢do na inibicdo do
crescimento e proliferacdo de células tumorais na regido, atuando na prevencao da malignidade
do CC (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2010b; MENEGUIN et al., 2018; SHARMA; YADAV,
2008).
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Frente as caracteristicas do AR e sua atuacdo na fisiologia das células intestinais, a
aplicacdo desse material na composicao de sistemas de liberacdo colon-especifica voltados ao

tratamento do CC desperta particular interesse.

2.2 Terapia oral como alternativa no tratamento do cancer colénico

A maioria dos farmacos classicos utilizados no tratamento de tumores sélidos da regido
colbnica pertencem a subclasse dos ciclo-especificos; os ciclo-fase especificos, destacando-se
o0 5-fluoracil e irinotecano (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; TILLY, 2003).

Independente da classe e do mecanismo farmacol6gico a maioria dos esquemas
terapéuticos tem a desvantagem da administracdo intravenosa, sendo necessario que o paciente
permaneca com um acesso venoso central, visitando o hospital frequentemente; de acordo com
0 regime posoldgico.

Considerando os impactos da terapia convencional do CC na qualidade de vida dos
pacientes, a possibilidade de realizar o tratamento em casa, explorado a via oral, sem o estresse
de permanecer com um acesso venoso, associado a reducdo do risco de infeccGes € muito
benéfico ao paciente fisicamente e psicologicamente. Além disso, potenciais vantagens
econdmicas devem ser consideradas, relacionadas a reducdo de gastos com aparatos
hospitalares, profissionais para a administracdo e transporte frequente do paciente (KURTZ et
al., 2003).

Somadas as questdes que envolvem a qualidade de vida, estdo os diversos efeitos
colaterais sisttmicos resultantes da falta de especificidade/seletividade dos farmacos
convencionalmente utilizados na quimioterapia intravenosa. Por serem agentes citotxicos
inespecificos, ao serem administrados irdo se distribuir pelos tecidos, incluindo os saudaveis,
provocando severos efeitos como mielossupressdo, obstrucdo intestinal, estomatite, ndusea,
vomitos e diarreia (ESTANQUEIRO et al., 2015).

Existem ainda outros obstaculos ao sucesso da terapia convencional do CC que devem
ser contornados, como a dificuldade dos antineoplasicos em alcancarem o local de a¢do na
concentracdo necessaria para o efeito terapéutico (ESTANQUEIRO et al., 2015). Durante 0
desenvolvimento do tumor ocorre a compressdao ou obstrucdo dos vasos sanguineos pré-
existentes na regido, gerando hipdxia e necrose celular. Como resposta a esse processo, visando
suprir o aporte de oxigénio e nutrientes, novos vasos de elevada ramificacdo e baixo calibre sdo
formados (angiogénese). No entanto, essa neovascularizacdo resulta na irrigagdo sanguinea
irregular e reduzida em algumas regides mais internas do tecido e massa tumoral (Figura 6)
(JAIN; MARTIN; STYLIANOPOULOS, 2014; OLIVEIRA; ALVES, 2002).
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Figura 6. Representacdo esquematica da vascularizacdo e anatomia tumoral. (Adaptado de:
https://www.mccourier.com/global-cancer-angiogenesis).

Quando administrado pela via intravenosa, o antineoplasico deve se distribuir pela
corrente sanguinea até alcancar a vascularizagdo do tumor, atravessando a parede dos vasos em
direcdo ao intersticio celular, difundindo de forma homogénea pelas células, em concentragdo
efetiva. Devido a compressdo dos vasos e vascularizacdo irregular, citadas anteriormente,
ocorre 0 menor fluxo para o interior da massa tumoral, reduzindo a taxa de distribuicdo do
farmaco, evento que caracteriza um importante mecanismo de resisténcia a quimioterapia
(GOTTESMAN, 2002; JAIN; MARTIN; STYLIANOPOULOS, 2014). Neste sentido, a
utilizacdo da via oral para administracdo dos farmacos carreados pelos sistemas de liberacao
colon-especifica, pode ser muito vantajosa. Considerando que o tumor é voltado ao limen
intestinal, seguindo o fluxo natural do TGI e protegido pelo sistema carreador, o farmaco deve
alcangar a regido, atuando diretamente na massa tumoral exposta, favorecendo a acéo local e
evitando os problemas associados a alteracdo na vascularizacdo e a passagem para a circulacédo
sistémica.

Além de dificultar a distribuicdo dos antineoplasicos, o processo de angiogénese, é um
dos mecanismos mais importantes pra progressdo tumoral. No carcinoma colbnico, a
quantificacdo da angiogénese e dos peptideos angiogénicos vém sendo pesquisados como
fatores de risco para a recorréncia e malignidade da doenga, uma vez que a medida em que ha
expansdo da vascularizacdo, maior € a superficie para o escape de células tumorais na circulacédo
sistémica, processo que é facilitado pela imaturidade dos novos vasos formados (TARTA et al.,
2000).

A associagdo de quimioterapicos convencionais com anticorpos monoclonais, que atuam

no processo de angiogénese, como 0 Bevacizumabe (Avastin®) e o cetuximab, vém ganhando
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destaque pelos excelentes resultados terapéuticos. Entretanto, aliado a elevada efetividade
destes biofarmacos estd o impacto econémico significativo que eles representam para 0s
sistemas de saude publicos e privados, restringindo seu uso para a grande maioria da populagédo
e apenas para casos de metastase e insucesso de outras opgdes terapéuticas (HSU; WAKELEE,
2009).

Nesse contexto, destaca-se a urgéncia na elaboracdo e associa¢do de novas estratégias,
financeiramente acessiveis, que permitam contornar 0s mecanismos de progressdo tumoral e
aumentar a especificidade/seletividade terapéutica, que sejam convenientes aos pacientes, por

vias ndo invasivas, como a oral.

2.2.1. Nanotecnologia aplicada ao tratamento do CC
A nanotecnologia farmacéutica aplicada ao desenvolvimento de novos sistemas de

liberacdo é uma importante estratégia tecnoldgica para a superagdo dos desafios associados ao
tratamento convencional do CC.

Diversos estudos relatam que a efetiva compartimentalizacdo dos farmacos nos
nanocarreadores pode auxiliar na reducéo do efluxo pela P-gp, contribuindo para a manutencéo
da concentracédo intracelular (CHAVANPATIL et al., 2007; SHAH et al., 2020; YIN WIN;
FENG, 2005; YUAN etal., 2017; ZHOU et al., 2015). O reduzido tamanho dos nanocarreadores
e extensa area de superficie facilitam a difusdo através da camada de muco, tecidos e
membranas celulares, além de auxiliar no escape do sistema imunol6gico. O conjunto destas
propriedades pode ser denominado como direcionamento passivo (KOTELEVETS et al., 2016).

Dentre os nanocarreadores, as nanoparticulas poliméricas vem despertando particular
interesse por serem sistemas versateis para a incorporacao de diversas classes de farmacos e,
por poderem ser obtidas explorando-se diversas técnicas; de acordo com o material escolhido,
conferindo propriedades variadas ao sistema e caracteristicas adequadas a via de administracdo
desejada (WASUPALLI; VERMA, 2018).

De acordo com a organizacgdo estrutural, as nanoparticulas podem ser classificadas como
nanocapsulas; que sdo sistemas reservatorio constituidos de um ou mais nucleos internos,
revestidos por uma membrana controladora das taxas de liberacdo ou nanoesferas; que séo do
tipo matricial, nas quais o fArmaco encontra-se disperso ou dissolvido no interior e/ou superficie
da matriz. Existe ainda um terceiro tipo, 0s mistos, em que se tem um sistema matricial revestido
por uma membrana controladora das taxas de liberacdo (LIU et al., 2008). Diversas técnicas
podem  ser empregadas para a obtencdo das  nanoparticulas, = como

emulsificacdo/microemulsificacdo seguida da evaporacédo do solvente, geleificagdo ionotropica,
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polimerizagdo interfacial, spray-drying e complexagdo polieletrolitica, cuja aplicacdo €
dependente das propriedades dos componentes da formulacdo, bem como das caracteristicas
desejaveis ao sistema (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016b; KUMARI; YADAV; YADAYV,
2010). A selecdo dos materiais e tecnologias utilizadas no desenvolvimento das nanoparticulas
é de fundamental importancia uma vez que é possivel modular as caracteristicas e propriedades
do sistema, visando a protecdo do farmaco incorporado contra a degradacdo prematura,
evitar/minimizar a interagdo com elementos biolégicos néo especificos e modificar o padréo de
interacdo bioldgica na biointerface (NEL et al., 2009).

Entre os atributos desejaveis para as nanoparticulas orais de liberacdo colénica de
farmacos, destaca-se a mucoadesividade. Essa propriedade permite o contato mais intimo do
sistema com a mucosa intestinal; reduzindo a barreira de difusdo e prolongando o tempo de
residéncia no sitio de acdo, importante em condi¢des patologicas em que é comum se observar
tempo de transito reduzido e elevada producdo de muco. Ambos os fatores contribuem para
aumentar a interacdo sistema-substrato bioldgico e a internalizacdo dos farmacos (HUA et al.,
2015; SOSNIK; DAS NEVES; SARMENTO, 2014).

A quitosana (QS) é um biopolimero composto por unidades de D-glucosamina e N-acetil-
D-glucosamina, derivado da quitina, extraida principalmente do exoesqueleto de crustaceos e
insetos (Figura 7). A capacidade de estabelecer interagdes eletrostaticas com os residuos de
acido sidlico da mucina faz da QS um material com importantes propriedades mucoadesivas
(RINAUDO, 2006).

A QS como polimero funcional também vem sendo alvo de diversos estudos, devido ao
potencial de atuacao sinérgica aos quimioterapicos, no tratamento de diversos tipos de canceres.
Essa propriedade pode ser atribuida a caracteristica catiénica da QS, proveniente da protonacdo
de seus grupamentos amina (pka ~6,0) (BONI et al., 2021), que facilita a permeacdo e
rompimento da membrana celular, induzindo a morte. Intracelularmente, os estudos descrevem
a atuacdo da QS na inducdo da apoptose das células tumorais, via ativacdo da caspase 8,
inibindo a progressdo tumoral (ADHIKARI; YADAYV, 2018; LUO; WANG, 2014; QIN et al.,
2002; WONG; AL-SALAMI; DASS, 2018).
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Figura 7. Conformacéo espacial e unidade monomérica que compde a quitosana (QS), o acido
hialuronico (AH) e o ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP). (Adaptado de Boni et. al., 2021).

Entretanto, apesar das vantagens relacionadas a utilizacdo da QS em sistemas de liberacao
célon-especifica, uma das principais limitacGes para seu uso, explorando a via oral, é a elevada
solubilidade em meio &cido. Alternativas como a associacdo e complexacdo da QS com
polimeros anidnicos podem ser uma estratégia para reduzir sua solubilidade, resultando na
resisténcia a liberacdo e degradacdo prematura do farmaco na regido gastrica.

Apesar da mucoadesividade ser um atributo importante, o sistema além de aderir ao muco
da regido col6nica deve ser capaz de permear essa camada, alcangando o tecido em que o
farmaco devera ser liberado ou ser internalizado. A camada de muco da regido col6nica atua na
protecao do epitélio e na homeostase do organismo, regulando o equilibrio hidrico e o transporte
de ions, atuando na limpeza de detritos celulares e na imunorregulagdo. Adjacente & mucosa
intestinal, forma-se uma camada de muco fortemente aderida com espessura variando de 16 um
a 116 um e, voltado ao Iimen forma-se uma camada mais frouxa de muco que sofre constante
degradacdo enzimatica e erosdo pelos fluidos fisioldgicos e peristaltismo, podendo apresentar
até 714 um de espessura (ATUMA et al., 2001). Além se ser uma rede tridimensional viscosa
que dificulta a difus@o das particulas, essa camada mais frouxa de muco sofre renovacao

constante representando uma barreira que o sistema de liberagcdo deve superar. Dessa forma, a
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associacdo de materiais com diferentes capacidades mucoadesivas e/ou sua modificacdo por
meio de reacgBes fisico-quimicas, para obtencdo de nanoparticulas com caracteristicas de
superficie que modulem a interagdo com 0 muco, devem ser consideradas.

Apbs alcancarem o epitelio, buscando um efeito seletivo do quimioterapico, os sistemas
devem interagir de forma especifica com as células tumorais, evitando efeito sobre as saudaveis.
Uma das estratégias para aumentar essa seletividade é denominada de direcionamento ativo,
em que realiza-se a funcionalizacdo das nanoparticulas com anticorpos, acidos nucléicos,
peptideos ou mesmo polissacarideos, de elevada especificidade aos receptores de superficie
celular (ALBANESE; TANG; CHAN, 2012). Esses receptores agem na regulacdo dos
processos de sobrevivéncia celular como diferenciagdo, crescimento e internalizacao.
Frequentemente sofrem alguma mutacao ou sao superexpressos nas células tumorais, tornando-
se alvos interessantes para o direcionamento dos sistemas.

O 4cido hialurénico (AH) é um biopolimero linear da familia das glicosaminoglicanas,
presente na matriz extracelular, tecidos e capsulas bacterianas. E hidrofilico, de elevada massa
molecular (103 a 107 Da) e composto por unidades de acido D-glucurénico e N-acetil-D-
glucosamina (Figura 7) (BECKER et al., 2009; BONI et al., 2021). Devido a interacdo
especifica com os receptores CD44v, superexpressos na superficie das células tumorais do
epitélio intestinal, 0 AH encontra aplicacéo na funcionalizag&o ativa das nanoparticulas (LIAO
et al., 2005).

Mansoori e co-autores (2020) avaliaram a atividade in vitro de lipossomas contendo 5-
fluorouracil revestidos com AH em células de linhagem tumoral da regido coldnica; com
superexpressdo do receptor CD44 e em linhagem hepaética; que ndo expressam o receptor. Como
resultado observaram inducdo seletiva da apoptose e reducdo da proliferagdo nas células
tumorais de linhagem colénica (MANSOORI et al., 2020). Em outro estudo, Almalik e
colaboradores (2013) comprovaram gue a interacdo com os receptores CD44 é responsavel por
aumentar a internalizacdo de particulas de QS reticuladas com tripolifosfato de sodio e
revestidas com AH (ALMALIK et al., 2013).

Assim como a QS, o AH apresenta mucoadesividade devido a capacidade dos
grupamentos hidroxila de sua estrutura estabelecerem interagdes com a mucina, formando
ligacGes hidrogénio e/ou Van der Waals (SOSNIK; DAS NEVES; SARMENTO, 2014)

Ap0s estabelecer interacdes com as células tumorais, o farmaco podera ser liberado na
regido permeando a membrana celular ou ser internalizado junto com o sistema, em

concentracdo terapéutica efetiva. No caso do tratamento do CC, espera-se a acdo local do
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antineoplasico, minimizando-se a absorcdo sistémica. Estudos recentes do nosso grupo
demonstraram o efeito do polimero ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP), um derivado
semissintético da celulose (Figura 7), na reducdo do efluxo da zidovudina e do metotrexato,
mediado pela P-gp em células intestinais. A reducdo da permeabilidade desses farmacos
veiculados em sistemas contendo o HP também foi observada, despertando interesse da sua
aplicacdo para a agdo local dos farmacos (BONI et al., 2018; PEDREIRO et al., 2016).

As vantagens potenciais da nano compartimentalizacdo de farmacos para o tratamento
oral do CC foram evidenciadas. No entanto, por apresentaram elevada area e energia de
superficie, os sistemas nanométricos podem interagir de forma dindmica com uma série de
substratos fisiologicos além de poderem apresentar sensibilidade frente as alteracGes
expressivas de pH ao longo do TGI, tornando-se facilmente degradaveis ap6s a administragéo.
Neste contexto, a incorpora¢do das nanoparticulas compostas por QS, AH e HP em
microparticulas de GG e P ou AR, formando um sistema multifuncional, representa uma

plataforma tecnolégica inovadora para o tratamento oral do CC.

2.3. Camptotecina

A camptotecina (CPT) é precursora do farmaco semissintético irinotecano, um
antineoplésico aprovado para o tratamento do cancer de célon e reto em associagdo com o 5-
fluoracil (THOMAS; RAHIER; HECHT, 2004). E um alcaloide extraido da Campthoteca
acuminata, composto com elevado ponto de fusdo (264-267°C), massa molecular de 348,11
g.moLtelog P <5.

Estruturalmente, apresenta um anel pentaciclico altamente insaturado e um anel
lactdmico, essencial para sua atividade (Figura 8) (GARCIA-CARBONERO; SUPKO, 2002).

Os primeiros estudos pré-clinicos realizados com a CPT evidenciaram uma consideravel
atividade antitumoral em animais tratados com células leucémicas L1210 ou P388, além de uma
elevada atividade na inibicdo de tumores sélidos. McLeod e colaboradores (1994) observaram
a efetiva acdo da CPT em nos tumores colbnicos e cervicais, e relacionaram essa acdo a elevada
expressdo e ao aumento da atividade da TOP-1 nesses tipos de tumores. Ou seja, a CPT atua
inibindo a enzima TOP-1, importante para a duplicacdo do DNA, sendo sua efetividade
diretamente relacionada a superexpresséo e elevada atividade da TOP-1 nas células tumorais
destes tipos de cancer (MCLEQD et al., 2007).
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Figura 8. Estrutura molecular da camptotecina (CPT). (Fonte: PubChem, 2020).

Posteriormente, estudos in vitro demonstraram o efeito da CPT na inibicdo do
crescimento das células endoteliais humanas. Estas observacdes indicaram que além da
atividade citotoxica, a CPT apresenta uma atividade antitumoral indireta, por meio da inibicdo
da angiogénese (CLEMENTS et al., 1999; MCLEOD et al., 2007).

Apesar da elevada eficacia, a baixa solubilidade da CPT e elevada toxicidade, que inclue
mielossupressao e inflamacGes gastricas, limitaram sua aplicacdo na terapia convencional pela
via intravenosa, sendo essa a razdo da utilizacdo do seu derivado irinotecano (ROWINSKY et
al., 1993).

Mesmo com a alteracdo da solubilidade, tanto os derivados quanto a CPT apresentam
problemas de estabilidade quimica. Em pH acido, predomina a forma lactdnica da CPT, de
elevada atividade, no entanto, em valores de pH alcalino (>7,0) inicia-se 0 processo reversivel
de hidrdlise do anel lactamico. A forma carboxilada da CPT apresenta maior solubilidade,
porém atividade 10 vezes menor do que a CPT com o anel lactdmico intacto, provavelmente
devido a menor permeabilidade celular dessa forma e reduzida afinidade a TOP-1 (GARCIA-
CARBONERO; SUPKO, 2002; GILBERT; CHALMERS; EL-KHAMISY, 2012).

Neste trabalho, a CPT foi selecionada para a incorporagdo na plataforma proposta,
considerando sua potencialidade em atuar em diferentes vias inibindo a progressédo tumoral,

associada as limitagdes anteriormente citadas.

3. OBJETIVOS
Desenvolver uma plataforma multifuncional para a liberacdo cdlon-especifica da
camptotecina, explorando a via oral de administracdo, com potencial para o tratamento local do

cancer colbnico. Para alcancar esse objetivo, nanocépsulas funcionalizadas com QS e HP e/ou
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AH, contendo a CPT, foram desenvolvidas buscando os atributos criticos de mucoadesividade,
reducdo da permeacdo intestinal e atividade antitumoral indireta (antiangiogénese). As
nanocapsulas foram microencapsuladas em matrizes reticuladas de GG e P ou AR, para a
protecdo contra a degradacdo prematura nas porcdes superiores do TGI e vetorizacdo do

farmaco para o célon.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Principais materiais e equipamentos

e Goma gelana KELCOGEL® CG-LA (CP Kelco);

e Pectina LM-5206 CS (CP Kelco);

e Altaamilose (Hylon VII - National Starch & Chemical);

e Quitosana de baixa massa molecular (grau de desacetilacdo de 90%, Sigma Aldrich®);

o Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (Shin-Etsu®);

e Hialuronato de sodio de elevada massa molecular (ViaFarma);

e Lecitina de soja (Florien);

e Labrafac (Gattefosse);

e Camptotecina (Cayman Chemical);

e Mucina tipo Il (Sigma-Aldrich®);

e Pepsina de mucosa gastrica (Sigma-Aldrich®);

e Pancreatina de pancreas suino (Sigma-Aldrich®);

e Bile bovina (Sigma-Aldrich®);

e Acido cloridrico- teor 37% (Qhemis), acido acético P.A (Qhemis), fosfato de potassio
monobasico (Vetec), fosfato de sodio tribasico (Henrifarma) e hidroxido de sodio
(Grupo Quimica®).

e Agitador magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 752%);
e Amicon® Ultra-4 (100 kDa)

e Balanca semi-analitica (Shimadzu, modelo AW220);

e Banho ultrassdnico — Ultrassonic Cleaner (Unique);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Agilent®);

e Coluna C18-E (250 mm x 4.6mm 5um, Phenomenex);

e Liofilizador Edwards Vacuo (Edwards)

e pHmetro (Gehaka®, Brasil);

e Q700 Sonicator (Qsonica);

e Zetasizer Nano NS Malvern Instruments (Malvern Panalytical);
e NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, UK);

e Microette Plus HANSON 0700-1251.

e Microscapio eletronico de transmissédo (Philips, modelo CM200);
e Microscépio eletrdnico de varredura JEOL JSM-7500F.
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4.2. Métodos

O fluxograma na Figura 9 apresenta a sequéncia operacional de execucéo do trabalho.

Figura 9. Fluxograma de execucao.

4.2.1. Validacéo de metodologia analitica para quantificacdo da CPT por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Na validacdo do método analitico para quantificacdo da CPT por CLAE e detec¢do na
regido do ultravioleta, os seguintes parametros foram avaliados: conformidade do sistema,
especificidade/seletividade, linearidade, precisdo intracorrida e intercorrida, exatidao, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez, como preconizado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL ANVISA, 2017).

Para garantir a quantificacdo da CPT nas formulacbes desenvolvidas, bem como nos
ensaios posteriores, validou-se a metodologia analitica segundo adaptacdo de Kuan-Ju Chen et
al. (2012), em equipamento HPLC AGILENT modelo 1220 Infinity LC, com detector UV-Vis.

Os parametros empregados na metodologia estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Condigdes cromatogréaficas empregadas na metodologia.

Parametros
Fase estacionaria Coluna HPLC 250X4,6 mm; 5 um
ZORBAX C18
Temperatura 30°C
Fase mével Acetonitrila:Agua acidificada pH 5,0 (&cido
acetico 0,1N) (45:55)
Fluxo 0,7 mL/min
Comprimento de onda de deteccao (M) 370 nm
Volume de injecéo 10 uL
Tempo de retengédo + 6,15 min

4.2.1.1. Conformidade do sistema

Para assegurar que os parametros cromatograficos selecionados sdo aptos a fornecer
resultados confiaveis e aceitaveis, realizou-se a analise de 6 inje¢fes da solucdo de CPT (25
ug.mL1). Verificou-se o espectro de absorcdo do farmaco, bem como, o comprimento de onda
de méxima absorcdo. A partir dos picos cromatograficos de cada injecdo, avaliou-se o desvio
padrdo relativo percentual (DPR%) das areas, tempo de retencdo (tR), nimeros de pratos
tedricos (N), fator de cauda (FC) e assimetria do pico, fornecidos pelo software do equipamento

utilizado.

4.2.1.2. Especificidade/seletividade

A interferéncia da matriz polimérica e fase mével no comprimento de onda de maxima
absorcdo do farmaco foi avaliada. Todas as analises foram realizadas em triplicata com a fase
movel, solucéo do farmaco e dos polimeros, na concentragdo de 25 pg.mL2. As amostras foram

analisadas e os cromatogramas e concentra¢fes comparados.

4.2.1.3. Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcéo de trés curvas analiticas da CPT. Preparou-
se 7 diluicBes com concentragdes variando de 1 a 80 pg.mL™. A média dos valores das areas
encontradas foi calculada e a equacdo da reta determinada por meio do estudo de regressao
linear, aplicando 0 método dos minimos quadrados e analise de variancia (ANOVA).
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4.2.1.4. Precisao

A preciséo intracorrida ou repetibilidade, foi realizada a partir da injecéo de trés diluicGes
da solucdo estoque de CPT (100 ug.mL™), nas concentragdes de 5, 10 e 25 pg.mL™? que
representam, respectivamente, as concentracdes baixa, média e alta. As injecdes foram
realizadas no mesmo dia e em condic6es de trabalho idénticas.

Para a precisdo intercorrida, realizou-se a andlise das diluicGes da solugdo estoque
manipuladas por um segundo analista em dias diferentes, sob as mesmas condigdes
experimentais. O ensaio foi realizado em triplicata e os valores de DPR% entra as avaliagoes

calculados.

4.2.1.5. Exatiddo

A exatiddo do método foi determinada a partir de dilui¢Ges da solucdo estoque de CPT,
nas concentragdes baixa, média e alta de 5, 10 e 25 ug.mL, respectivamente. Realizou-se cinco

injecOes de cada concentracdo e a exatidao foi calculada por meio da Equacéo 1:
%E = (=) x 100 Eg. 1

Em que C representa a concentracdo média determinada experimentalmente e Ct a concentracdo

tedrica.

4.2.1.6. Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Para a determinacdo do LD e LQ, utilizou-se solugcdes da CPT nas concentracfes
crescentes de 0,45; 0,60 ¢ 0,80 ng.mL™. As areas foram obtidas em triplicata e curvas analiticas

construidas. O LD e LQ calculados utilizando as EquacGes 2 e 3.

LD = (322%)  Eq.2

LQ _ (10 xDpa) Eq. 3

IC

Em que LD= limite de deteccdo, DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do y, IC =

inclinacdo da curva analitica e LQ=limite de quantificacao.

4.2.1.7. Robustez

Para avaliar a robustez do método, os parametros volume de injecdo (10 uL para 10,5
uL), temperatura de analise (30°C para 35 °C) e comprimento de onda (370 para 371 nm) foram

variados individualmente na injecdo de CPT na concentragdo de 25 pug.mL™:. O DPR% dos
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resultados obtidos foram calculados e avaliados, comparando-os com os resultados das

condicBes normais de analise.

4.2.2. Desenvolvimento das microparticulas poliméricas (MPs)

4.2.2.1. Retrogradacado do amido

A obtencéo do AR tipo 3 para compor a matriz das microparticulas foi realizada através
da retrogradacdo do amido por tratamento hidrotérmico. De acordo com o procedimento
proposto por Meneguin et. al. (2014), preparou-se a dispersdo aquosa de alta amilose (5%, m/v),
sob agitacdo magnética, a 80°C e, a dispersédo foi autoclavada (121°C) por 15 minutos para a
pré-gelatinizacdo do amido. A dispersdo foi submetida a ciclos térmicos alternados de
temperatura (4°C e 30°C) por 16 dias, dois dias em cada temperatura. As dispersdes de amido
em agua, amido gelatinizado e retrogradado foram avaliadas por microscopia éptica e de luz

polarizada, no aumento de 400 vezes, em microscopio Leica MZ APO®.

4.2.2.2. Obtencdo das MPs pela técnica de geleificacdo ionotrdpica

As microparticulas compostas por GG:P ou GG:AR foram obtidas de acordo com Boni e
colaboradores (2016), Prezotti e colaboradores (2014) e De Oliveria (2020), a partir da
reticulagdo idnica simples utilizando AI** ou Ca?* e dupla reticulagdo com Ca®* e A",

e Preparo das dispersdes poliméricas

Para a obtencdo da dispersdo de GG:P, realizou-se a mistura dos polimeros em almofariz,
na proporcdo 1:1 (m/m). Essa mistura foi dispersa em agua purificada na concentracdo de 2%
(m/v), sob agitacdo magnética e aquecimento (50°C). A dispersdo de GG:AR foi obtida a partir
da adicao da dispersdo de amido retrogradado (AR), obtida de acordo com o item 4.2.2.1, na
dispersdo aquosa de GG (2%, m/v), na proporcao 1:2,5 (m/m), sob agitacdo magnética a 50°C,

até completa homogeneizacéo.

e Processo de reticulacdo ibnica

Para a reticulacdo simples, com auxilio de seringa e agulha (22G-0,7X0,3 mm) gotejou-
se as dispersdes poliméricas sobre a solucdo de Ca?* ou AI** (3%, m/v), previamente resfriada
em banho de gelo (4°C). As MPs formadas foram mantidas sob agitagéo por 30 minutos, a fim
de completar a reacédo de reticulacdo. Ao final do processo, as particulas foram separadas por
filtracdo e lavadas com agua purificada. Para as MPs obtidas por dupla reticulacdo, realizou-se
0 gotejamento das dispersdes poliméricas na solucéo de Ca?* (3%, m/v; 4°C) e apds 15 minutos

as MPs formadas foram separadas e imersas na solucéo de AI* (3%, m/v; 4°C), mantendo-se a
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agitacdo por 30 minutos adicionais. Apos, o procedimento de filtrac&o e lavagem foi realizado
e as MPs foram secas em temperatura ambiente até peso constante.

4.2.3. Caracterizacao das MPs

4.2.3.1. Avaliacdo do didmetro, valor de span e circularidade

O tamanho e forma das MPs foram avaliados em estereoscdpio Leica MZ APO®. As
amostras foram dispostas em vidro de relégio e as imagens captadas com o auxilio do programa
Motic Images Advance 2.0, no aumento de 10 vezes. A circularidade e o diametro do circulo
equivalente de 100 particulas de cada formulacdo foram avaliados a partir da digitalizacdo das
imagens no computador, utilizando o programa analisador de imagem ImageJ.

Para uma analise quantitativa da distribuicdo granulométrica, determinou-se valor de

span, a partir da Equacao 4.

__ (D90-D10)
SPAN = 22222 (Eq.4)

Em que D90, D10 e D50 representam os diametros (um) determinados para os percentis 90, 10

e 50, respectivamente.

4.2.3.2. Estudo da superficie e estrutura interna

Particulas intactas e fraturadas foram analisadas por microscopia eletrdnica de varredura
de alta resolucdo (MEV-FEG), em equipamento JEOL JSM-7500F. As amostras foram fixadas
com fita de carbono dupla face e revestidas com material condutor (carbono). Fotomicrografias
foram obtidas em diversos aumentos, de acordo com a melhor visualizacdo das estruturas

interna e externas.

4.2.3.3. Avaliacdo da capacidade de absorcao de liquidos e erosdo

A capacidade das particulas em absorver liquido foi determinada utilizando-se dispositivo
de Enslin adaptado. Para o ensaio, uma massa pré-determinada de MPs foi disposta sobre a
placa de vidro sinterizada do funil de Enslin e conectada a uma pipeta de 1 mL por um tubo de

latex (Figura 10). O volume de liquido absorvido pela amostra foi mensurado na pipeta.
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Figura 10. Dispositivo de Enslin adaptado.

O ensaio foi realizado em meios com diferentes valores de pH (1,2 e 6,8), os quais foram
considerados biorrelevantes para o TGI, simulando o pH da regido géstrica e intestinal,
respectivamente. Em HCI 0,IN (pH 1,2) o teste foi conduzido por 120 minutos e, em tampao
fosfato pH 6,8, por 240 minutos. A capacidade de absorcao por massa de MPs foi calculada, de

acordo com a Equagdo 5.

__ (vol abs (mL)

m MPs (g) (Eq 5)

Em que Cp= capacidade de absorcdo e MP= massa de MPs inicial.

A erosdo das MPs foi avaliada por gravimetria. Uma massa conhecida de particulas foi

disposta sobre a malha de um suporte acrilico (Figura 11).

Amostra

Figura 11. Dispositivo acrilico para o ensaio de eroséo.

O conjunto foi imerso em HCI 0,1N (pH 1,2) ou tampéo fosfato (pH 6,8), durante 120

minutos e, em tempos pré-determinados, as MPs foram removidas e secas até peso constante.
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Ap0s a secagem, as particulas foram novamente pesadas e calculou-se a porcentagem de
erosao a partir da Equacgéo 6.

__ (Mi-Mfs)

%E "7

x 100 (Eq. 6)

Em que %E= porcentagem de erosdo, Mi= massa de MPs inicial e Mfs= massa de MPs ap0s a
secagem.

Para a avaliacdo da estrutura da matriz das particulas apo6s os testes de absorcdo de
liquido e erosdo, as amostras foram congeladas (-20 °C), liofilizadas por 24 horas e analisadas

por microscopia eletronica de varredura.

4.2.4. Avaliacdo da degradacdo enzimatica das MPs em meios gastrico e entérico
simulados

O teste foi realizado em dissolutor Hanson Research (ST8 Plus), equipado com o aparato
I (cesto), sob agitacdo de 60 rpm, em 37°C %0,2, utilizando meios que simulam as diferentes
condicdes de pH e conteddo enzimatico encontradas ao longo do TGI. A digestdo enzimatica
foi avaliada por gravimetria e analise de imagem. Para isso, uma massa precisamente pesada de
particulas foi incubada por 2 horas em solucéo de HCI (0,1N) + NaCl (0,9%) de pH final 1,2,
contendo a enzima pepsina (0,3mg.ml™) ou por 4 horas em tampéo fosfato (pH 6,8) contendo
a enzima pancreatina (3,2 mg.mL™). Para a anélise gravimétrica, apds o periodo de incubagio,
as amostras foram cuidadosamente retiradas dos cestos e secas em temperatura ambiente até
peso constante.

Para as analises de imagem, apds o periodo de incubacdo as particulas foram
imediatamente congeladas (-20°C), liofilizadas por 24 horas e analisadas por microscopia

eletronica de varredura.

4.2.5. Estudo da mucoadesividade das MPs
A mucoadesdo ex vivo, utilizando mucosa intestinal suina, foi avaliada no equipamento

Texturdmetro TA.XT plus® 189 (Stable Micro 190 Systems), no modo de "compressdo”. O
tecido foi mantido em temperatura ambiente, incubado em solucgéo salina (NaCl 0,9%, m/v)
para garantir a integridade da camada de muco. Cortes da mucosa foram colocados no suporte
de acrilico do equipamento e as MPs ou polimeros isolados foram cuidadosamente fixados na
sonda cilindrica (10 mm de diametro) utilizando fita dupla-face (3M Scotch®), permitindo a
formacdo de uma monocamada de material. A sonda analitica contendo a amostra foi movida
perpendicularmente (5 mm.s-1) em direcdo ao tecido, até o contato com a mucosa suina,

mantendo o contato por 120 segundos. A forca maxima de destacamento (FMax, N) foi
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calculada a partir dos gréficos de forca versus tempo, fornecidos pelo Software Texture
Exponent Lite. O teste foi realizado em triplicata (n = 3) e 0s resultados expressos em média e

desvio padrao.

4.2.6. Desenvolvimento das nanocapsulas (NCs)
Considerando a baixa solubilidade aquosa da CPT, a elevada hidrofilia dos polimeros e

suas respectivas densidades de carga superficial opostas (QS cationica, AH e HP anibnicos), a
obtencdo das NCs foi baseada em um processo envolvendo multiplas técnicas:
emulsificacdo/evaporacdo do solvente e complexacdo polieletrolitica (LI et al., 2016; PREGO
et al., 2006; PREGO; TORRES; ALONSO, 2006; TRAN et al., 2015). Para isso, delineou-se a
obtencdo de uma nanoemulsdo O/A contendo ou ndo CPT no nucleo lipofilico; composto por
Labrafac™ e lecitina de soja. Para o desenvolvimento dessa nanoemuls&o, a primeira etapa foi
a selecao do solvente ou das misturas de solventes organicos de baixa miscibilidade em agua,

para a solubilizacdo da CPT.

4.2.6.1. Selecdo dos solventes para solubilizacdo da CPT

A solubilidade da CPT em uma série de solventes de diferentes polaridades (agua,
metanol, etanol, acetona e diclorometano) foi avaliada. Uma massa de 2,0 mg de CPT foi
adicionada em 1 mL dos diferentes solventes ou misturas dos solventes. Apos agitacdo, o
sistema foi mantido em repouso e o farmaco foi considerado soltvel quando uma solucao

limpida foi visualmente observada.

4.2.6.2. Obtencdo da nanoemulsdo precursora das NCs

Esta etapa de desenvolvimento das NCs envolveu a formagdo de uma emulsédo com
goticulas nanomeétricas e fisicamente estavel, precursora das NCs, a partir dos componentes
selecionados. Considerando a maior estabilidade da CPT em pH <5, a fase aquosa foi composta
por &gua acidificada (pH 5,0), contendo polissorbato 80 como tensoativo. Diferentes
concentracdes de tensoativo foram avaliadas (1,5% a 4,5%), a fim de determinar a concentracédo
adequada para a estabilidade fisica do sistema. A fase interna da nanoemulsao foi composta de
solvente organico (diclorometano:etanol), lecitina de soja e Labrafac™, de acordo com a Tabela
2.
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Tabela 2. Composigédo das nanoemulsoes.

Fase organica (FO)

Diclorometano: Etanol (69,2%:30,8%) 1mL
Labrafac™ 0,150 mL
Lecitina de soja 0,0136 g
*CPT 2 mg
Fase aquosa (FA)
Agua pH 5,0 (4cido acético) 5,635
Polissorbato 80 15;25;350u45%

*apenas para 0s sistemas contendo farmaco.

A mistura entre a lecitina de soja e o solvente organico foi realizada em agitador Vortex,
por 5 minutos e, em seguida adicionou-se o Labrafac™, homogeneizando manualmente por
aproximadamente 20 segundos. Para o preparo das nanoemulsdes contendo CPT, 2 mg do
farmaco foi adicionado a mistura de solventes organicos e, em seguida, adicionou-se a lecitina
de soja e o Labrafac™, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

No processo de obtencdo, a fase interna foi adicionada a fase externa aquosa, gota a
gota, em banho de gelo, sob cavitacdo. Essa etapa foi realizada em sonicador equipado com
microtip (Qsonica- 4418) em amplitude de 20 %, por 1 minuto. Apdés a formacdo, as
nanoemulsdes foram mantidos sob aquecimento (40°C) e agitacdo magnética (400 rpm), em
capela, por 1 hora, para evaporacdo do solvente residual. Todas as formulagdes foram obtidas

em triplicata.

4.2.6.2.1. Avaliagdo do diametro médio, PDI e potencial zeta das nanoemulsdes

O diametro hidrodinamico e o indice de polidisperséo (PDI) das nanoemulsdoes obtidas
no item 4.2.6.2, foram determinados por meio da técnica de espalhamento de luz dindmico no
equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments), a 25°C, em um angulo de deteccdo de
173°. As medidas foram realizadas em triplicata com 10 determinagdes do didmetro para cada
uma das amostras. Para a avaliacdo do potencial zeta utilizou-se 0 mesmo equipamento, a partir
da técnica de mobilidade eletroforética. As analises foram realizadas 24 horas apds a obtengéo

das amostras, as quais foram diluidas 10 vezes em agua antes das leituras.

4.2.6.2.2. Analise da estabilidade fisica das nanoemulsoes

Para o estudo da estabilidade, apds 30 dias de armazenamento em geladeira (4°C) o

didmetro, PDI e potencial zeta das nanoemulsdes foram avaliados. Para o estudo da estabilidade
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das formulagGes sob condicdo de estresse, as amostras foram submetidas a dois ciclos
simultaneos de centrifugagéo (3500 rpm), por 30 e 15 minutos, respectivamente (SHAFIQ et
al., 2007).

4.2.6.3. Obtencdo das NCs revestidas com quitosana (QS)

A obtencdo das NCs contendo QS foi realizada explorando-se dois métodos:
e Meétodo “I”

A é&gua acidificada descrita na Tabela 2 foi substituida por disperses de QS nas
concentragdes 0,5; 1,0 ou 1,5 mg.mL* (pH 5,0), resultando nas razes (m:m) de lecitina:QS de
1,5:1, 2:1 e 5:1, respectivamente. O processo de obtencdo seguiu as mesmas condicdes descritas
no item 4.2.6.2.

e Meétodo “II”
As nanoemulsdes foram obtidas conforme descrito no item 4.2.6.2 e em seguida
adicionadas, sob agitacdo magnética (500 rpm), a dispersdes aquosas de QS (pH 5,0) em
diferentes concentragdes (0,5, 1,0 e 2,0 mg.mL™), resultando em razdes (m:m) de lecitina:QS

de 0,5 a 13:1. Os sistemas foram mantidos sob agitacdo por 2 horas.

4.2.6.4. Revestimento com acido hialurdnico (AH) e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP)

Para esta etapa de revestimento das NCs, adicionou-se 0 AH ou a mistura AH+HP as
formulagdes previamente obtidas no item 4.2.6.3, empregando o método Il. Para isto, diferentes
volumes da dispersio aquosa de AH (0,4 mg.mL™%, pH 5,0) ou da mistura das dispersdes de HP
(em NaOH 0,1M, 0,3 mg.mL%, pH 5,0)+AH (1:1, m/m) foram adicionadas as NCs previamente
revestidas com QS, resultando nas raz6es (m/m) finais de polidnion(s):polication de 0,25; 0,5;
1; 2; 3e5:1. A adicdo dos polimeros anibnicos foi realizada sob agitagdo magnética (600 rpm)
por 40 minutos.

4.2.7. Caracterizacdo das NCs

4.2.7.1. Avaliacdo do didmetro, PDI e potencial zeta

O potencial zeta, diametro hidrodindmico e PDI das NCs revestidas com QS e AH/HP
foram determinados utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments) e
as técnicas de espalhamento de luz dindmico e mobilidade eletroforética. As analises foram
realizadas 24 horas apds 0s processos de obtencdo, com diluicdo dos sistemas 10 ou 20 vezes

em agua.
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4.2.7.2. Andlise de forma

A forma das particulas foi analisada por microscopia eletronica de varredura de alta
resolugdo (MEV-FEG) em equipamento JEOL JSM-7500F. As amostras obtidas foram diluidas
50 vezes, dispostas sobre substrato metalico e mantidas em dessecador até a completa secagem.

Para a obtencdo das imagens, os substratos contendo as amostras foram revestidos com carbono.

4.2.8. Nanocépsulas contendo CPT
As NCs contendo CPT foram obtidas conforme o item 4.2.6, com o revestimento de QS

e AH ou QS e AH+HP e foram caracterizadas a partir das analises descritas a seguir.

4.2.8.1. Avaliacdo do diametro, potencial zeta e valor de span das NCs contendo CPT

Apbs a obtencdo das NCs com revestimento multicamada, contendo CPT, realizou-se a
analise de potencial zeta, utilizando equipamento Zetasizer nano ZS, por meio da técnica de
mobilidade eletroforética. As amostras foram diluidas 10 vezes em &gua. O didmetro, o valor
de span e a concentracdo das NCs foram avaliados pela técnica de rastreamento (Nanoparticle
tracking analysis- NTA), utilizando o equipamento NanoSight NS300, equipado com um
compartimento de amostras e laser de 532 nm (Malvern Panalytical). Para essa anélise, as
amostras foram diluidas 100 vezes em &gua e analisadas a partir de cinco videos de captura, em

temperatura ambiente.

4.2.8.2. Eficiéncia de encapsulacdo da CPT

Uma aliquota das NCs contendo CPT foi centrifugada a 3600 rpm, em tubo Amicon®
(poro de 100 kDa), por 15 minutos. A concentracdo de farmaco livre no filtrado foi analisada
por meio do método cromatografico previamente validado. A eficiéncia de encapsulacdo do

farmaco foi determinada através da Equacao 7.

EE% = “="2x 100 Eq. 7

Em que: Ct= concentracéo tedrica de CPT no sistema e Ce= concentracdo experimental de CPT

livre.

4.2.8.3. Avaliacdo da forma das NCs contendo CPT

As NCs foram previamente diluidas em agua acidificada (pH 5,5) e uma gota da amostra
foi aplicada na grade de cobre e deixada em repouso até a secagem. Posteriormente, uma gota
de solucédo aquosa de acetato de uranilaa 1% (m/v) foi adicionada para contraste negativo. Apds

2 minutos, o excesso de liquido foi removido e a amostra foi seca a temperatura ambiente. As
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andlises foram realizadas em microscopio eletrénico de transmissdo com aceleracdo de 100 kV

e as imagens foram obtidas em diferentes aumentos.

4.2.8.4. Permeacao ex vivo em mucosa suina

O estudo de permeacdo in vitro da CPT livre e incorporadas nas NCs, foi realizado em
equipamento Microette Plus HANSON 0700-1251. O modelo de membrana utilizado foi a
mucosa intestinal suina, previamente lavada com solucdo salina (NaCl 0,9%, m/v) e
armazenada em freezer (-4 °C). Para 0s experimentos, as sec¢0es de mucosa foram
descongeladas em tampéo fosfato salino (pH 7,2), em temperatura ambiente e colocadas nas
células de difusdo com a face contendo vilosidades e a camada de muco voltada para o
compartimento doador. Um volume de 1,5 ml das formulacdes (80 pg de CPT) foi transferido
para o copo medidor sobre a mucosa intestinal suina ja disposta na célula de difusdo de Franz,
com area de exposicao de 1,77 cm?. Os experimentos foram realizados a 37 °C com agitacio da
solucdo receptora em 300 rpm, composta por tampao fosfato (PBS, pH = 6,8) e laurilsulfato de
sodio (0,2%, m/v). Aliquotas de 1,2 mL foram coletadas do compartimento receptor em
intervalos pré-determinados durante 12 horas e o farmaco foi quantificado por CLAE, nas
condigdes descritas anteriormente, com adaptacdo para deteccdo por fluorescéncia
(comprimentos de onda de excitacdo em 360 nm e emissdo em 440 nm). Os resultados foram
expressos em porcentagem de CPT permeada e permeabilidade aparente do farmaco (Papp),

que foi calculada usando a Equacéo 8.

Papp = Achfot Eq.8
Em que AQ ¢ a quantidade de CPT quantificada no compartimento receptor (ug), A é a
area de superficie da insercdo (cm?), CO é a concentragdo inicial de CPT no compartimento
doador (ug / mL) e At é a duragdo do experimento (segundos).
Para a avaliacdo da CPT retida na mucosa, o tecido utilizado no ensaio, foi cortado em
pequenos fragmentos e processado, utilizando ultra-turax por 15 minutos, com um volume de
fase movel. Apos homogeneizacdo e filtracdo a CPT foi quantificada por CLAE, utilizando o

método previamente desenvolvido e validado.

4.2.8.5. Estudo da interacdo entre as NCs e a mucina

A capacidade de interacdo do sistema com a mucina em valores de pH correspondentes

ao meio gastrico (pH 1,2) e entérico (pH 6,8) foi avaliada através da medida dos valores de
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potencial zeta em equipamento Zetasizer Nano-ZS, em triplicata. Os resultados foram
comparados com os valores das amostras sem adi¢do de mucina. Para o teste, solu¢des aquosas
de mucina em diferentes concentragdes (100, 200 ¢ 300 ug.mL*) foram preparadas e os valores
de pH ajustados para 1,2 e 6,8, utilizando HCI (0,1 N) ou NaOH (0,2 N). Adicionou-se 300 uL
da dispersao de NCs em 900 pL das dispersdes de mucina, as misturas foram homogeneizadas

e incubadas por 1 hora a 37°C, em banho termostético, antes da anélise no Zetasizer Nano-ZS.

4.2.8.6. Avaliacdo da atividade antiangiogénica da CPT utilizando membrana corioalantbica
de galinha (CAM)

A atividade antiangiogénica da CPT livre e incorporada nas MCs foi avaliada de acordo
com método descrito por Ferreira et. al., 2017. Ovos de galinha fertilizados (n = 120, Granja
Mario Savinato, Porto Ferreira-SP) foram limpos com solugdo de etanol 70% e incubados
horizontalmente a 37 °C com 70% de umidade por um periodo de trés dias. No 3° dia de
desenvolvimento, uma janela com diametro de aproximadamente 4 cm foi aberta no topo das
cascas dos ovos, removendo minuciosamente os fragmentos de casca, para 0 acesso a CAM.
As janelas foram cobertas com fita transparente para evitar a desidratacdo e 0s ovos foram
novamente incubados nas condigdes descritas. Os vasos sanguineos imaturos formados nos
primeiros quatro dias de desenvolvimento, crescem muito rapido e uma rapida proliferacdo
capilar ocorre até o 11° de desenvolvimento (VICTORELLI et al., 2020). Dessa forma, para
melhor visualizacdo da atividade antiangiogénica, no 11° dia de incubacdo, sete grupos
experimentais (n = x15) foram testados: DMEM (como controle negativo), F2_3,6_1a3;
F2 3,6 1a3C; F2 3,6 1p3; F2_3,6_1p3C e CPT livre. 30 uL de cada amostra (equivalente a
40 pg.mL? de CPT) foram aplicadas sobre a CAM. Apds dois dias, no 14° dia de
desenvolvimento, fotos da CAM foram captadas (in ovo) utilizando lupa acoplada ao
computador para avaliar as alteragdes vasculares, e em seguida as membranas foram excisadas
com tesouras de sutura e fotografadas (ex ovo) para fins de quantificacdo do numero de vasos.
As contagens para cada ovo foram realizadas por dois observadores independentes para

minimizar a falha e os valores médios e desvio padrdo utilizados como resultado.

4.2.9. Desenvolvimento das microparticulas contendo CPT nanoencapsulada (MCs)

4.2.9.1. Microencapsulacdo das NCs

As dispersdes de NCs foram concentradas utilizando tubo Amicon® (100 kDa), sob
centrifugagdo (1800 rpm, trés ciclos de 3 minutos). Um volume pré-determinado das dispersdes

concentradas de NCs foi adicionado as dispersfes poliméricas, previamente preparadas
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conforme o item 4.2.2, perfazendo a razéo (v/v) NCs:dispersdo polimérica de 1:3,5. A mistura
foi realizada sob agitacdo magnética (400 rpm) e aquecimento brando (40°C) até
homogeneizacdo (~ 30 minutos) e, em seguida foi gotejada manualmente (seringa e agulha
22G-0,7X0,3 mm) na solucdo resfriada de ions Ca®* (3%, m/v). O sistema foi mantido sob
agitacdo magnetica (600 rpm) por 30 minutos. As microparticulas carregadas com as
nanocapsulas (MCs) foram separadas por filtracdo, lavadas com &gua purificada e secas em
temperatura ambiente. A forma e estrutura interna das MCs foram avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV-FEG) em equipamento JEOL JSM-7500F, com recobrimento de
carbono.

O rendimento do processo de microencapsulacdo (R%) foi calculado considerando as
massas teoricas dos materiais que compunham as NCs (m;) e a massa teorica dos polimeros da
matriz das microparticulas (n;), em relagcdo a massa final experimental obtida apos a secagem
das MCs (ms), segundo a Equacéo 9.

mf,
ij+2ni

R(%) = x100; j =1,23,..;i =123, Eqg. 9

4.2.10. Caracterizacéo das MCs

4.2.10.1. Avaliacdo do diametro, circularidade e valor de span

O diametro de Ferret, circularidade e o valor de span das MCs foram avaliados conforme

procedimento descrito no item 4.2.3.1.

4.2.10.2. Avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo da CPT nanoencapsulada nas

microparticulas

Uma massa de MCs foi precisamente pesada e incubada por 24 horas em 3 mL de tampdao
fosfato (pH 6,8), contendo 0,5% de laurilsulfato de sodio. Apds a incubagdo, as MCs foram
trituradas utilizando agitador ultra-turrax, por 10 minutos (~10.000 rpm) e, adicionou-se mais
3 mL de tampéo a preparacdo. As amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose
0,20 um e o conteudo de CPT foi quantificado por CLAE, de acordo com metodologia
previamente validada (y=44,539x-10,015; R?>= 0,9915). Para o calculo da porcentagem de
incorporagéo (%EIl) considerou-se a massa teorica de CPT por massa de MCs final, além da

eficiéncia de encapsulagdo da CPT nas NCs e o rendimento das microparticulas.
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4.2.11. Estudo da mucoadesividade das MCs

4.2.11.1. Avaliacdo da mucoadesividade utilizando a técnica ‘“wash off”’

O ensaio ex vivo para a avalicdo da mucoadesividade foi realizado utilizando mucosa
intestinal suina (PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014). Inicialmente, a mucosa do
intestino delgado ou colon foi cortada longitudinalmente, lavada com solugdo salina para
remocao de sujidades, e fixada em um suporte acrilico com inclinagdo de ~45°. Em seguida, 10
unidades de MCs foram cuidadosamente dispostas sobre a mucosa, permitindo um tempo de
repouso de 5 minutos para o intumescimento das particulas e o estabelecimento das interacdes
mucoadesivas. Apds, iniciou-se a lavagem com solucdo salina (NaCl 0,9%) com auxilio de

bomba peristéltica, em fluxo constante (20mL/min) durante 30 minutos (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo esquematica do teste "ex vivo™ de mucoadesédo.

A porcentagem de adeséo foi determinada através da contagem do ndmero de particulas

que permaneceu fixada a mucosa ap6s o tempo determinado.

4.2.11.2. Avaliacdo da mucoadesividade “in vitro” em texturometro

A forca mucoadesiva das microparticulas carregadas com as NCs foi determinada
utilizando o Analisador Universal de Textura (TA-XT2 Texture Analyser - Stable Micro
Systems) no modo compressao. Discos de mucina suinatipo Il previamente hidratados com HCI
(pH 1,2) ou tampéo fosfato (pH 6,8) foram utilizados para mimetizar o substrato bioldgico. Os
discos de mucina foram fixados & mesa do analisador e as amostras secas foram fixadas, com o

auxilio de fita dupla face Scotch® (3M™), na sonda cilindrica de 10 mm de didmetro (Figura
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13). A sonda contendo a amostra foi movida perpendicularmente em dire¢éo ao disco, com
velocidade constante de 1 mm.s? e, introduzida em 0,05 mm de profundidade, a partir da
superficie do disco, permanecendo em contato por 30 s. Em seguida, a sonda foi removida em
velocidade constante de 2 mm.s™ até a total separagdo das duas superficies. A partir do grafico
de forca versus distancia, gerado pelo software Texture Exponent Lite, determinou-se a forga
maxima de mucoadesao, ou seja, a forca necesséria para separar a sonda com a amostra do

substrato (FMax).

Sonda
cilindrica

Amostra

Disco de
mucina

Figura 13. Esquema ilustrativo da metodologia utilizada no ensaio de mucoadeséo “in vitro”.

4.2.12. Avaliacdo da liberacdo da CPT utilizando modelo estatico para simulacdo da
digestdo (INFOGEST)

O processo de digestdo in vitro das MCs foi simulado empregando o protocolo proposto
por Minekus et al. (2014), utilizando banho metabdlico do tipo Dubnoff para incubacdo das
amostras (MA 093, Marconi). De 0,7 a 1 g de MCs (~150 pug CPT) foram pesadas e
homogeneizadas com 4 mL de solucdo estoque salivar simulada (Tabela 3) e 975 uL de agua
ultrapura. A mistura foi incubada por 2 minutos a 37°C e em seguida, adicionou-se 7,5 mL de
solucéo estoque gastrica simulada (Tabela 3) com 1,6 mL de solugdo de pepsina (Sigma-
Aldrich, P7000, 25.000 U / mL). O pH foi ajustado para 3 e a mistura incubada a 37 °C por 2
horas, para simular a digestdo géastrica. Apds, 11 mL de solucéo estoque intestinal simulada
(Tabela 3) com 5 mL de solucéo de pancreatina (Sigma-Aldrich, P1750, 800 U/ mL) e 2,5 mL
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de solugdo biliar (Sigma-Aldrich, B8631, 160 mmol / L), foram adicionadas ao quimo gastrico.
O pH foi ajustado para 7 e a mistura foi incubada a 37 °C por mais 2 horas, para simular a
digestdo intestinal. Coletas do meio foram realizadas nos tempos 1, 2, 3e 4 h, e a CPT liberada
foi quantificada por CLAE, utilizando método previamente descrito. Ao final do ensaio, as
particulas foram separadas, congeladas, liofilizadas e analisadas por microscopia eletrénica de

transmissao.

Tabela 3. Composicdo dos meios digestivos simulados.

Componentes SSF (pH 7,0) Vil(i'r:n ép(l;ln 3|_)) SIF (pH 7,4)
KCI (0,5 mol/L) 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 (0,5 mol/L) 37 0,9 08
NaHCO3 (1 mol/L) 6,8 12,5 42,5
MgClz (2 mol/L) 05 0,4 1,1
(NH4)2CO3 (0,5 mol/L) 0,06 0,5 -

NaCl (1 mol/L) - 11,8 9,6
HCI (6 M) 0,09 1,3 07

H,0 373,75 365,7 338,5

*SSF: fluido salivar simulado, SGF: fluido gastrico simulado e SIF: fluido intestinal simulado.

4.2.13. Andlise estatistica
As diferencas significativas entre os valores obtidos nos ensaios realizados, foram

avaliadas por analise de variancia (ANOVA) seguida por comparaces maltiplas pelo método

de Tukey (p < 0,05), com auxilio do software Origin 2018 e Sigma Plot 10.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo da CPT por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

5.1.1. Conformidade do sistema cromatografico
Realizou-se a inje¢do da solugdo de CPT (25 pg.mL 1) em fase movel (acetonitrila:agua
acidificada 45:55), de acordo com os parametros descritos anteriormente. O cromatograma e

espectro de absorcéo na regido do UV obtidos estdo representados na Figura 14.
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Figura 14. Cromatograma e espectro de absor¢édo na regido do UV da CPT.

Como ¢é possivel observar, a CPT apresenta em seu espectro duas bandas de absorcao
bem definidas entre 225 e 375 nm (Figura 14).

Considerando que a maioria das moléculas organicas possuem maxima absor¢do na

regido de 250 a 280 nm, para a metodologia desenvolvida selecionou-se o comprimento de onda

372 nm.

Ap0s a avaliacdo do espectro do farmaco, a conformidade do método cromatografico foi

avaliada e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros da analise de conformidade do sistema cromatogréafico desenvolvido para
anélise da CPT.

n° de pratos

Amostra tR Area  Simetria do pico 10%  Fator de cauda -
tedricos (N)

1 6,158 1408,9 1,70 1,86 3233
2 6,158 1398,1 1,70 1,88 3261
3 6,159 1446,1 1,71 1,90 3257
4 6,165 14189 1,72 1,90 3194
5 6,159 14445 1,70 1,84 3290
6 6,160 14432 1,67 1,83 3247
média 6,159 1426,6 1,70 1,86 3247
DP 0,003 20,7 0,02 0,03 32,09
D.P.R (%) 0,043 1,5 0,98 1,60 0,98
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Para demonstrar a resolucdo e a simetria do pico correspondente a CPT, o0s
cromatogramas das seis injecBes, obtido pelo método proposto, foram sobrepostos e estéo

representados na Figura 15.
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Figura 15. Sobreposicdo dos cromatogramas da CPT (25 ug.mL-1) obtidos pelo método
cromatografico proposto.

O conjunto de dados apresentados demonstra a adequacao do método desenvolvido para
a quantificacdo da CPT.

5.1.2. Especificidade/seletividade
Esse parametro indica a capacidade que o método possui de medir exatamente uma

substancia em presenca de outros componentes, sem que ocorra interferéncia no resultado da
analise. Em métodos quantitativos, a especificidade/seletividade, pode ser avaliada por meio da
comparacdo dos resultados obtidos de amostras e dos possiveis interferentes, como 0s
excipientes do sistema de liberacdo e 0s meios receptores. Em métodos cromatogréaficos, esse
parametro é importante, uma vez que a pureza e caracteristicas do pico do farmaco deve ser
mantida (BRASIL ANVISA, 2017).

Para a avaliacdo da seletividade e especificidade do método proposto, inicialmente,
injetou-se as solucdes dos polimeros GG, P, AR, QS, HP e AH e os cromatogramas sobrepostos
ao do farmaco livre, para comparacdo (Figura 16-A). Os polimeros ndo apresentaram picos de
absorcdo na regido do UV que possam interferir na quantificacdo do farmaco. Em relacéo a fase
movel, é possivel observar apenas um deslocamento da linha de base, de pequena amplitude,

sem apresentar picos no comprimento de onda de maior absor¢do da CPT de 372 nm.
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Figura 16. (A) Sobreposicéo dos cromatogramas dos polimeros e da CPT e (B) Cromatograma
da fase movel.

5.1.3. Linearidade
Esse pardmetro representa a capacidade do metodo analitico demonstrar que os resultados

obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do farmaco, dentro de um intervalo
definido de concentracbes (BRASIL ANVISA, 2017). Para a avaliacao da linearidade, a partir
da média dos valores das areas obtidas, no comprimento de onda de 372 nm, a curva analitica
area versus concentragdo de CPT foi construida (Figura 17).

Os resultados obtidos demonstraram que as solugdes de CPT apresentaram correlagao
linear entre as areas e concentracfes no intervalo testado, com coeficiente de correlacdo de
0,9997, demonstrando a adequada linearidade do método, considerando o valor recomendado
de r>=0,99 (BRASIL ANVISA, 2017).
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Figura 17. Curva de analitica da CPT obtida por CLAE.

Realizou-se a analise de variancia ANOVA para os dados obtidos a partir da curva
analitica (Tabela 5), confirmando que a regressao linear é altamente significativa, visto que o
valor de F calculado (19177,82) foi superior ao de F tabelado (4,75). Nao foi evidenciada a falta
de ajuste do modelo, uma vez que, entre grupos, o valor de F calculado foi menor do que o
valor de F tabelado no nivel de 95% de confianca. Portanto, o erro experimental confunde-se

COM O erro puro, ou seja, o erro inerente a anélise que ndo pode ser controlado.

Tabela 5. Analise de variancia dos valores de area determinados na obten¢édo da curva.

Fonte da variacdo Soma de Graus de liberdade F F tabelado
guadrados
Entre grupos 167,25 2 3,161.10°*  3,5545
Regressao 1 15865243,37 19177,82*  3,72.101°
Residuo 5 4136,35

*Significativo para p<0,05.

5.1.4. Preciséo
A precisdo de um teste analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série

de medidas de uma multipla amostragem de uma mesma amostra. Duas formas de demonstrar
a precisdo sdo comumente utilizadas, a precisdo intracorrida e a intercorrida (BRASIL
ANVISA, 2017). A analise de preciséo intracorrida e intercorrida foi realizada e os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 6 e 7.

Tabela 6. Resultados obtidos para o teste de repetibilidade ou precisao intracorrida.

~ Concentracéao
Concentracao ‘ Cpncentragao . média o
tedrica(ug.mL) Area experlmenlt)al (ng.mL experimental DP D.P.R%
(ug.mLY)
276,4 5,07
5 276,56 5,07 5,079 0,018 0,36
278,2 5,10
549,7 10,08
10 543,7 9,97 10,079 0,110 1,09
555,7 10,19
1377 1377,00
25 1362,2 1362,20 25,318 0,379 1,50
1403 1403,00
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Como preconizado pela legislacéo vigente, os D.P.R% observados para todas as réplicas
em diferentes concentracGes, nos ensaios de precisao intracorrida e intercorridas foram
inferiores a 5%, portanto, o0 método desenvolvido € preciso (BRASIL ANVISA, 2017).

Tabela 7. Resultado do ensaio de precisdo intercorrida.

~ Concentracéao
Concentracao . i Conce_ntra(;ao média
- .y Analista e dia experimental . DP D.P.R%
tedrica (ug.mL™?) (Lg.mL) experimental
' (hg-mL™)
1 5,08
2 4
5 5 511 5,09 0,0 0,43
1 10,08
10 10,07 0,01 0,09
2 10,06
25 L 25,32 25,44 0,18 0,72
2 25,57

5.1.5. Exatidao
A exatiddo representa a proximidade dos resultados obtidos pela aplicacdo do método

analitico em relacdo ao valor teorico real. Valores proximos a 100% sdo desejaveis, no entanto,
admitem-se variacOes na faixa entre 80 — 120% (BRASIL ANVISA, 2017).

Na Tabela 8 estdo representados os valores de exatiddo do método proposto.
Considerando que valores de exatiddo, para todas as concentracdes, estdo entre 100,78% e
101,58%, pode-se concluir que a metodologia analitica desenvolvida é adequada para a
quantificagdo da CPT (BRASIL ANVISA, 2017).

Tabela 8. Exatiddo entre as concentracdes teoricas e experimentais da CPT.

Concentracéo teorica Concentracdo média experimental

Exatidao (%
(Hg.mL") (Hg.mL") (%)
5 5,08 101,58
10 10,08 100,78

25 25,32 101,27
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5.1.6. Limite de deteccdo (LD) e de quantificacéo (LQ)
Utiliza-se 0 LD e o LQ para medir a sensibilidade do método. O LD representa a menor

quantidade que pode ser detectada do farmaco presente na amostra, mas ndo necessariamente
quantificada e o LQ representa a menor quantidade de farmaco na amostra que pode ser
quantificada com precisdo e exatidao pelo método desenvolvido (BRASIL ANVISA, 2017). Os
valores de LD e LQ encontrados utilizando-se o método proposto foram 0,063 pg.mL™ e 0,192
ug.mL, respectivamente. Estes valores demonstram a capacidade da metodologia analitica em

detectar e quantificar com confiabilidade baixas concentragdes de CPT.

5.1.7. Robustez
Esse parametro representa a medida da capacidade do método analitico desenvolvido em

permanecer inalterado frente a pequenas modificagdes nos parametros analiticos pré-
determinados (BRASIL ANVISA, 2017). Awvaliou-se a robustez a partir de pequenas
modificacOes individuais no método (Tabela 9), comparando-se 0s valores com 0s obtidos nas

condicdes padronizadas.

Tabela 9. Variagdes nos parametros cromatograficos para avaliacdo da robustez do método
analitico.

o Condicoes
Variaveis
1 2 3
Volume de injecao (uL) 10,5 10 10
Comprimento onda (nm) 370 371 370
Temperatura (°C) 30 30 35

Os D.P.R% entre as condicOes apresentadas e a condi¢do padrdo mostraram-se abaixo
de 2,0%, bem como, a exatiddo que permaneceu na faixa de 102,50% e 103,40% (Tabela 10),
comprovando que mesmo com pequenas modificacbes nos parametros analiticos ndo ocorre
influéncia significativa na analise de quantificacdo do farmaco. Portanto, o método proposto €
considerado robusto (BRASIL ANVISA, 2017).

Tabela 10. Avaliacdo da robustez do método analitico para quantificacdo da CPT por CLAE.

Concentracdo média

. i o

Condicéo experimental (ug.mL) Exatidéo DPR%
1 25,85 103,40 1,49
2 25,64 102,56 0,91

3 25,63 102,50 0,88
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5.2. Desenvolvimento das microparticulas poliméricas (MPS)

5.2.1. Retrogradacéo do amido
As fotomicrografias Opticas e de luz polarizada dos granulos de amido nativo, apés a

gelatinizacdo e apos a retrogradacdo estdo apresentadas na Figura 18. Antes do processo de
retrogradacdo, quando observado microscopicamente, os granulos de amido apresentavam uma
estrutura ligeiramente intumescida, devido a difusdo e aprisionamento das moléculas de agua
em sua regido amorfa (Figura 18-A). Essa mesma dispersdo quando visualizada
microscopicamente sob luz polarizada apresentou birrefringéncia, ou seja, devido a orientacao
radial das moléculas de amilose e amilopectina, houve a refracdo da luz, resultando no modelo
“Cruz de Malta”, como pode ser observado na Figura 18-A2 (GRANFELDT; DREWS;
BJORCK, 1993; LOBO; DE LEMOS SILVA, 2003).

Quando a dispersdo aquosa de alta amilose foi aquecida a 80°C e autoclavada (121°C por
15 minutos), ocorreu o intumescimento irreversivel dos granulos, resultando na perda da
organizacéo estrutural com a fusdo dos cristais e, consequentemente, perda da birrefringéncia,
surgindo o campo escuro (Figura 18-B2). Devido ao aquecimento e excesso de agua o
rompimento do granulos ocorreu, bem como a lixiviacdo da amilose granular para o meio
aquoso, caracterizando o fendmeno de gelatinizacdo (AMBIGAIPALAN et al., 2011;
MENEGUIN; CURY; EVANGELISTA, 2014). No periodo de armazenamento, no qual a
disperséo foi submetida a sucessivos ciclos de aquecimento e resfriamento, as cadeias de
amilose e amilopectina interagem intermolecularmente, formando duplas hélices estabilizadas
por pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, sofrendo reassociacdo em um estado mais
ordenado (MENEGUIN; CURY; EVANGELISTA, 2014). A formacdo dessa rede
tridimensional é perceptivel pelo aumento da viscosidade da dispersdo, a qual favorece a
protecdo a hidrolise enzimatica. A formacdo da estrutura ramificada e organizada pode ser
observada por microscopia com a presenca de granulos suportados por uma matriz e, por de luz
polarizada com a formacdo de cristais (Figura 18-C) (DENARDIN, 2006; FUENTES-
ZARAGOZA et al., 2010a; OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017).
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Figura 18. Microscopia optica e de luz polarizada dos granulos de amido na fase previa ao
processamento (A e A2), apds a gelatinizacdo (B e B2) e ap0s a retrogradacdo (C e C2).

O armazenamento relativamente longo da dispersdo de amido por 16 dias é importante
para garantir a efetiva retrogradacdo do material, uma vez que o reorganizagdo da amilose
ocorre rapidamente, seguido do processo mais lento de reorganizacdo da amilopectina (LIU et
al., 2007).

5.2.2. Obtencdo e caracterizacao estrutural e morfolégica das MPs
Para as MPs compostas por GG:P, selecionou-se a concentracao polimérica de 2% (m/v),

de acordo com o estudo desenvolvido por Prezotti e co-autores (2014), no qual observou-se a
formacdo de particulas irregulares a partir do gotejamento de dispersdes em concentragdes
inferiores. Para as MPs baseadas em GG:AR, o desenvolvimento seguiu as condi¢des propostas
por De Oliveira e co-autores (2020).
A altura do gotejamento das dispersdes na solucéo reticulante foi padronizada (~8 cm),
em placa de petri. Cada amostra foi denominada de acordo com sua composicdo (Tabela 11).
O controle de tamanho e o estudo da distribuicdo granulométrica das MPs séo

importantes, pois alteragcdes no volume e consequentemente area superficial podem interferir
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diretamente na capacidade de incorporagdo do farmaco ou das nanocapsulas, causando
potenciais variagdes de dose. Essas variacfes podem também afetar a reprodutibilidade dos

eventos envolvidos no processo de liberacdo (SIEPMAN et al., 2004).

Tabela 11. Nomenclatura e composi¢do das microparticulas.

Proporcéo GG:P Proporcédo GG:AR

Amostra (m/m) (m/m) Agente reticulante (%0)
GACa - 1:2,5 Ca?* (3%)
GAAI - 1:2,5 A" (3%)

GACaAl - 1:15 Ca?* (3%) e AI** (3%)
GPCa 1:1 - Ca2" (3%)
GPAI 1:1 - A" (3%)

GPCaAl 1:1 - Ca?* (3%) e AIP* (3%)

As particulas compostas por GG:P apresentaram diametros na faixa de 888 a 961 um e
circularidade de 0,77 a 0,82 (Tabela 12). J& para as particulas compostas por GG:AR, observou-
se diametros entre 1607 a 1793 um e circularidade de 0,76 a 0,78 (Tabela 12).

De acordo com os valores da Tabela 12, pode-se notar que a composicao polimérica
associada ao tipo de agente reticulante influenciou significativamente (p<0,05) o tamanho das
MPs.

Tabela 12. Diametro, circularidade média e indice Span das MPs (n=100).

Amostra Diametro médio (um) £ DP  Circularidade + DP indice Span
GACa 1607 + 177 0,76 £ 0,07 0,29
GAAI 1793 + 158 0,78 £ 0,09 0,30

GACaAl 1760 + 174 0,78 £ 0,09 0,28
GPCa 961 + 67 0,77 £ 0,07 0,27
GPAI 889 + 110 0,82 £ 0,05 0,41

GPCaAl 888 + 99 0,81 +0,08 0,30

Em dispersdo aquosa, a GG e a P apresentam elevada densidade de carga negativa (~ -40
mV), devido a ionizagdo dos grupamentos carboxilicos presentes nas moléculas. Devido a
repulsdo eletrostatica, a associacdo das cadeias de GG e P é fraca, devendo formar uma rede

polimérica mais expandida. Quando em contato com as solugdes de Ca?* e AI®*, diversos
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pontos de interagdo eletrostatica inter e intramoleculares sdo formados. As ligacdes ibnicas
iniciais resultam na aproximac&o das cadeias poliméricas favorecendo a subsequente formacéo
de outros tipos de ligacGes supramoleculares, como as de hidrogénio e Van de Walls, originando
uma rede tridimensional com maior grau de empacotamento. Por ser um ion trivalente, o
aluminio apresenta uma carga positiva extra em relagdo ao ion célcio, que é divalente. Cada
A" é capaz de se ligar a trés residuos carboxilato, presentes nas moléculas tanto da GG quanto
da P, promovendo um ponto de reticulagio adicional em relagdo ao Ca?*. Provavelmente, por
esse motivo, a particula GPAI apresentou menor didmetro em comparacdo a GPCa (MAITI et
al., 2011). A dupla reticulacao foi capaz de formar particulas de diametro médio semelhante a
reticulada apenas com aluminio, indicando que a dupla reticulacdo ndo promoveu o aumento
do grau de empacotamento da particula (Tabela 12).

Em contrapartida, o AR é um polissacarideo de elevada massa molecular (1803 kDa) e
por ser formado por residuos de glicose, em dispersdo aquosa, apresenta baixa densidade de
carga negativa (~ -3mV), sendo fracamente reticulado por cations (FUENTES-ZARAGOZA et
al., 2010a). Considerando essas caracteristicas, em dispersdo deve ocorrer uma menor repulsdo
das cadeias de GG e AR, as quais podem se associar mais facilmente, via interacdes fisicas. No
processo da reticulacdo devem ocorrer majoritariamente ligagdes iGnicas dos carboxilatos
pertencentes as moléculas de acido glucurdnico da cadeia de GG, com o Ca?* elou A,
formando uma rede tridimensional. Enquanto esse processo acontece, 0 AR deve se associar as
cadeias de GG principalmente por interpenetracdo fisica de suas longas e volumosas cadeias
nos espacos intersticiais da malha formada pela reticulacdo ionica da GG (HOSSEINI,
SEYEDE MARZIEH HOSSEINI et al., 2014; ZOU et al., 2011). Esse arranjo estrutural deve
promover a formacdo de uma matriz mais desordenada e expandida, em comparagdo a matriz
altamente reticulada e empacotada formada a partir da associacdo de GG e P, caracterizada
pelas particulas de maior diametro (Tabela 12).

A partir dos dados, observou-se um efeito inverso do tipo de agente reticulante nas
dispersdes de GG:AR, em que a reticulagdo com célcio resultou na formacgéo de particulas
menores do que as reticuladas com AI®* (p<0,05). Considerando que com os fons Ca®* a
reticulacdo da rede polimérica ocorre em menor extensao, € possivel admitir a formacéo de uma
rede mais frouxa e de maior mobilidade a qual permite a interpenetracdo e acomodacdo mais
efetiva do AR na estrutura, com posterior estabelecimento de interagdes supramoleculares entre
as cadeias, originando uma matriz mais organizada e até compacta. Em contrapartida, como a

reticulagdo com AIPP* forma-se uma malha com maior nimero de pontos de interagio e,
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consequentemente, mais rigida e empacotada, na qual a interpenetracdo das cadeias do AR deve
ser desfavorecida, formando uma estrutura mais volumosa, caracterizada por particulas de
didmetro maior.

A dupla reticulacdo da mistura GG:AR resultou na formacéo de particulas maiores do que
as reticuladas utilizando apenas Ca?*, no entanto, menores que as reticuladas apenas com AI**
(Tabela 12).

A partir dos valores de diametro, a homogeneidade da distribuicdo granulométrica pode
ser avaliada quantitativamente pelo calculo do valor de span. Considerando que o processo de
obtencdo das microparticulas € manual, esse pardmetro relaciona-se diretamente a
reprodutibilidade da metodologia desenvolvida. Quanto menor o valor de span, menor a
amplitude de distribuicdo de tamanho das particulas (YIN WIN; FENG, 2005). Para a melhor
visualizacdo das amplitudes de variacdo de tamanho das particulas, os perfis de distribuicdo
granulométrica foram determinados (Figura 19).

As amostras baseadas nos mesmos polimeros apresentaram perfis de distribuicdo
semelhantes. As GACa, GAAI e GACaAl apresentaram predominio de particulas com diametro
entre 1600 e 1700 pm, 1800 e 1900 um e 1700 e 1800 um, respectivamente, com faixa de
distribuicdo ampla, deslocada para a direita, nos maiores didmetros. Em contrapartida, para as
GPCa, GPAI e GPCaAl o predominio foi de diametros entre 900 e 1000 um, 900 e 950 um e
900 e 1000 pm, respectivamente, com distribuicdo mais estreita e deslocamento para a
esquerda, nos menores valores de diametro.

O perfil de distribuicdo de didmetro das particulas associado aos valores de span, que
variaram de 0,27 a 0,41, ou seja, inferiores a 0,5 (Tabela 12), destacam a homogeneidade de
tamanhos dos sistemas obtidos.
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A avaliacdo da forma das particulas obtidas foi realizada a partir da determinacdo da

circularidade, um fator que indica que a forma se aproxima de um circulo perfeito, quando o

valor estd proximo a 1,0. A partir dos dados da Tabela 12, concluiu-se que todas as MPs

apresentaram elevada circularidade, com valores entre 0,76 e 0,82. Essa elevada circularidade

foi evidenciada pelas fotomicrografias da MEV (Figura 20).
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Figura 20. Fotomicrografias da superficie das MPs A: GACa, B: GAAI, C: GACaAl D: GPCa
E: GPAI F: GPCaAl (os aumentos sdo representados pelos nimeros 2: 150 vezes e 3: 10.000
vezes).

Por meio da microscopia foi possivel avaliar também a superficie das MPs. Para as
baseadas em GG:AR, observou-se uma superficie irregular e rugosa, provavelmente devido a
presenca de granulos do AR. A GACa apresentou superficie mais irregular e rugosa, sem poros
e fissuras aparentes (Figura 20-A). As particulas GAAI e GACaAl apresentaram também
superficie irregular, porém com uma estrutura aparentemente mais coesa. A superficie das
particulas compostas por GG:P demonstrou ser mais lisa e homogénea, em comparagéo as suas
contrapartidas GG:AR (Figura 20). No maior aumento (10.000 vezes), a presenca de poros foi
evidenciada em todas as amostras compostas por GG e P, com a presenca de fissuras
principalmente para as GPAI e GPCaAl (Figura 20- E3 e F3), possivelmente como resultado
do maior grau de reticulagéo que resultou na formagéo de uma matriz mais rigida, a qual durante
0 processo de secagem, como resultado da retracdo dessa malha polimeérica, gerou pontos de
ruptura, originando as fissuras.

Pontos de ruptura e presenca de poros devem favorecer a difusdo de liquidos do meio
para o interior da matriz podendo, consequentemente, acelerar o processo de degradacdo
enzimatica, bem como de liberagdo das nanocapsulas incorporadas.

A partir das imagens da secc¢do das MPs (Figura 21), no aumento de 150 vezes, observou-

se para as particulas GACa, GAAI e GACaAl uma matriz homogénea e coesa.
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Figura 21. Fotomicrografias evidenciando a estrutura interna das MPs A: GACa, B: GAAI,
C:GACaAl, D: GPCa, E: GPAI e F: GPCaAl (sendo os aumentos representados pelos niumeros
4: 150 vezes e 5: 10.000 vezes).

No entanto, no maior aumento (10.000 vezes), pode-se observar a presenca de algumas
falhas na estrutura interna, originando grandes poros. A dupla reticulacdo da dispersdo GG:AR
contribuiu para a formacdo de uma matriz mais coesa, com a presenca de um menor nimero de
poros de pequeno didmetro (Figura 21-C4).

Para as MPs compostas por GG:P, observou-se a formacdo de uma estrutura mais
compactada, em relacdo as baseadas em GG:AR, no entanto a presenca de varias falhas ou
fissuras, bem como canaliculos, na estrutura interna das particulas, revelam a formacéo de uma
matriz heterogénea (Figura 21-D4, E4 e F4). Novamente, a dupla reticulacdo contribuiu para a

formacdo de uma estrutura aparentemente mais coesa (Figura 21-D5).

5.3. Avaliacéo da capacidade de absorcao de liquidos e eroséo em pH 1.2 € 6.8

A quantidade de liquido absorvido esta diretamente relacionada a hidrofilia dos polimeros
utilizados na composi¢do da matriz, bem como, a estrutura e grau de organizacdo dessa matriz
(CARBINATTO etal., 2014).

A capacidade de absorc¢éo de liquido e erosao foram avaliadas em meios que simulam o
pH estomacal e intestinal de 1,2 e 6,8, respectivamente. Nos tempos testados, os perfis de
volume de meio absorvido versus massa de MPs evidenciaram a elevada capacidade de

absorcao de liquidos dos sistemas desenvolvidos (Figura 22).
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Figura 22. Perfis de absorcdo de liquido (mL.g™), porcentagem de erosdo e fotomicrografias
das microparticulas ap6s contato com HCI (pH1,2) e tampéo fosfato (pH 6,8).

Em meio &cido, diferencas nas taxas de absorcdo foram observadas, com influéncia
significativa da composicdo das particulas associada ao agente reticulante utilizado. Para a
particula composta por GG:AR reticulada com célcio (GACa), em 15 minutos de ensaio
observou-se absorcio de 0,73 mL.g*, duas vezes menor do que a absorgio observada para a
GAAI e GACaAl. Em 30 minutos, a GACa absorveu 1,31 mL.g?%, enquanto a GAAI e GACaAl
absorveram 1,62 e 1,73 mL.g%, respectivamente. Apds 60 minutos, a diferenca observada entre
as amostras foi mantida e ao final do ensaio, as amostras absorveram volume semelhante de
meio cido absorvido (Figura 22).

O mesmo comportamento foi observado para as particulas compostas por GG:P. Apos 15
minutos de ensaio, a particula GPCa absorveu 0,95 mL.g de meio &cido, valores superiores ao
das GPAI e GPCaAL (~ 0,60 mL.g}). No tempo de 30 minutos, os volumes absorvidos pelas
amostras foram semelhantes (~1.5 mL.g-1), voltando a apresentar diferenca de volume
absorvido, apds 60 minutos. Ao final do ensaio, a diferenca significativa se manteve, com o
maior volume de meio cido absorvido pela particula GPCa (4,01 mL.g™%) (Figura 22).

Considerando a influéncia do tipo de cation na reticulagdo de cada uma das misturas

poliméricas, para a dispersio GG:AR, a reticulagido com Ca?* deve ter resultado na formagéo
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de uma estrutura empacotada e compacta, sem poros e fissuras aparentes, como apresentado na
Figura 21, desfavorecendo a difusdo de meio para o interior da matriz, o que resulta na menor
taxa de absorcdo observada. As particulas de GG:AR formadas por meio da dupla reticulagdo
apresentaram comportamento semelhante as reticuladas apenas com AI®**, podendo indicar que
a organizacdo da malha polimérica, reticulada inicialmente com Ca?*, ndo sofreu alteragGes
significativas apds o contato com o segundo cation ou, que as modificagdes ocorreram
predominantemente na superficie da particula.

Diferentemente, para a mistura GG:P, a reticulagdo com Ca®* deve ter promovido um
menor nimero de liga¢Bes idnicas entre os carboxilatos das cadeias poliméricas, formando uma
matriz de menor grau de reticulacdo e consequentemente maior hidrofilia, além de formar uma
malha de maior mobilidade, a qual facilita a difusdo do meio e acomodacdo de um grande
volume de liquido em sua estrutura. Como resultado, observou-se elevada taxa de absor¢do da
particula GPCa.

Em HCI (pH 1,2), o percentual de eroséo das MPs variou de 20,1 e 26,4%. Em pH 1,2, a
malha polimérica deve permanecer mais compactada, devido a protonacdo dos grupos
carboxilicos dos polimeros. Dessa forma, a eroséo das particulas deve ocorrer de forma mais
superficial, ja que a difusdo do meio para o interior da particula deve ser dificultada. As imagens
de microscopia das particulas reforcam esses achados. Embora as particulas mantenham a
forma esférica, as fotomicrografias demonstram que as MPs sofreram certo grau de eroséo,
predominantemente na superficie da particula, promovendo reducdo de tamanho, bem como
uma maior heterogeneidade de superficie, com o surgimento de rugosidades e fissuras (Figura
22).

As fotomicrografias da seccdo dessas MPs evidenciaram uma estrutura interna
preservada, compacta e homogénea, refor¢cando que em pH &cido deve ocorrer predominio de
erosdo das camadas mais superficiais das particulas.

Em tampéo fosfato (pH 6,8), ndo houve diferencas significativas no volume de meio
absorvido entre as particulas. Comparando-se os valores de liquido absorvido por massa de
amostra, observou-se maior absor¢do de tampdo fosfato (pH 6,8), principalmente aos 120
minutos de ensaio, com valores aproximadamente 1,4 vezes maiores que em meio acido. A
partir de 120 minutos, a absorcdo de tampéo foi crescente, alcancando valores de 5,17 a 7,71
mL.g? (Figura 22). Em valores de pH superiores ao pKa dos polimeros utilizados ocorre a
ionizacdo dos grupos carboxilicos que ndo estdo ionicamente ligados ao Ca?* ou Al

favorecendo a repulsdo eletrostatica das cadeias poliméricas e a expansdao da matriz.
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Consequentemente, esse evento favorece um fluxo maior de meio para o interior do sistema
(PREZOTTI et al., 2018; PREZOTTI; CURY; EVANGELISTA, 2014).

Nesse valor de pH (6,8), a porcentagem de erosdao das MPs foi de maneira geral
ligeiramente menor, com valores entre 2,5 e 22,6%, exceto para a amostra GPCa. A repulsdo
eletrostatica das cadeias poliméricas que ocorre com a imersdo das particulas em pH 6,8, resulta
em uma malha mais dilatada que permite a acomodacdo de um maior nimero de moléculas de
agua, sofrendo menor erosdo, devido a maior mobilidade da rede. O elevado grau de
intumescimento das matrizes foi evidenciado, a partir da avaliacdo das fotomicrografias da
Figura 22, em que se observa uma tendéncia da manutencao da forma das particulas, mas com
aumento significativo de suas dimens@es, caracteristico do processo de intumescimento. A
partir da analise da estrutura interna das MPs, em pH 6,8, é possivel observar a formacdo de um
grande namero de canaliculos e poros, resultando em uma estrutura laminada e dilatada.

Considerando que a absor¢do de liquido e erosdo sdo processos que influenciam
diretamente o processo de liberacdo, o controle das taxas de absor¢ao de meio &cido associado
a reduzida erosdo superficial deve auxiliar na preservacdo da estrutura interna do sistema, na
regido gastrica. Em contrapartida, a elevada absorcdo e intumescimento das matrizes em tampao
fosfato (pH 6,8) sdo processos vantajosos, visto que ao atingir o ambiente intestinal o meio deve
ser capaz de se difundir de forma eficiente por toda a matriz, resultando no relaxamento da
malha e dilatacdo da estrutura, eventos que devem facilitar a difusdo das nanocapsulas para o

meio exterior.

5.4. Avaliacdo do comportamento de degradacdo enzimatica das microparticulas frente
ao valor de pH e conteudo enzimatico

Como forma de selecionar as microparticulas com atributos mais promissores para a
encapsulacdo das NCs, realizou-se o teste de degradacdo enzimatica. Os resultados foram

obtidos com microparticulas vazias e estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Degradacdo enzimética das microparticulas de GG:P (GP) e GG:AR (GA)
reticuladas com Ca?* (Ca), AP*(Al) ou Ca?* e AI** (CaAl).

NaCl+HCI pH 1,2 com pepsina Tampéo fosfato pH 6,8 com

Amostra pancreatina
Degradacao media (%) + DP
GACa 18,2 +0,57 15,1 £9,17
GAAI 32,0 £0,81 53,7 £7,47
GACaAl 40,6 +2,07 52,9 £3,77
GPCa 61,3 +£0,75 65,7 +1,80
GPAI 35,8 +2,81 95,3+ 3,74
GPCaAl 32,1 +0,05 75,2 £1,54

A degradacdo das microparticulas em meio géstrico simulado (contendo pepsina, pH

1,2) variou de 18,2 a 61,3% e em meio entérico simulado (contendo pancreatina, pH 6,8) de
15,1 a 95,3%.
As enzimas digestivas sdo produzidas e secretadas pela boca, estbmago, pancreas, vesicula e
intestinos, ajudando no processo de digestdo das substancias, para que seus constituintes se
tornem biodisponiveis. A pepsina tem origem no estbmago e sua ativagdo ocorre por meio da
presenca de HCI. J& a pancreatina é composta por um conjunto de enzimas como amilase,
tripsina, lipase e pancrease, as quais tem a capacidade de digerir proteinas, polipeptideos e
amido (SILVA et al., 2014).

De acordo com os dados da Tabela 13, a particula GACa foi a que apresentou menor
porcentagem de degradacdo em ambos os meios. Comportamento coerente, ja que 0 processo
de retrogradacdo do amido deve conferir maior resisténcia a hidrélise enzimatica. Além disso,
como descrito anteriormente, possivelmente a utilizagdo do calcio como agente reticulante para
a dispersdo GG:AR, permitiu a interpenetracdo fisica mais eficiente das cadeias poliméricas,
formando uma rede mais empacotada e compacta, que impde maior resisténcia ao acesso das
enzimas.

Em meio entérico simulado, as particulas compostas por GG:P sofreram maior
degradacédo, com valores entre 65,7 e 95,3%. Provavelmente, 0 acesso das enzimas ao interior
dessas matrizes foi facilitado, uma vez que no valor de pH 6,8 ocorre a expansdo da malha
polimérica, resultando na rapida difusdo do meio contendo as enzimas para o interior da

microparticula.
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Apos o ensaio, as amostras foram coletadas, liofilizadas e analisadas por microscopia.
As fotomicrografias obtidas estdo apresentadas na Figura 23. E possivel observar que em meio
gastrico simulado, mesmo com a presenca das enzimas, as amostras apresentaram suas
estruturas mais preservadas, mantendo a forma aproximadamente esférica. Como discutido no
item 5.3, aparentemente a degradacdo das MPs em meio &cido deve ter ocorrido em nivel
superficial, considerando a reducdo do didmetro e aparéncia heterogénea da superficie das
particulas, com formacao de poros e rugosidades. Em contrapartida, em meio entérico simulado,
as estruturas mostraram-se mais deformadas ou mesmo completamente desintegradas, como no
caso das amostras GAAI e GPAI, as quais foram reticuladas com aluminio.

De maneira geral, comparando-se os resultados obtidos nesse item, com os do ensaio
anterior (item 5.3), a adicdo de enzimas resultou em mudancas significativas na estrutura das
microparticulas, principalmente nas condi¢cdes que simulam o meio entérico, demonstrando a

degradacdo enzimatica especifica dos sistemas desenvolvidos.

Figura 23. Fotomicrografias das microparticulas apds o ensaio de degradacdo enzimatica
aumento 100 vezes (A:GACa; B:GAAI; C:GACaAl; D:GPCa; E:GPAI e F:GPCaAl, 1:meio
gastrico e 2:meio entérico).

5.5. Estudo ex vivo da mucoadesividade das MPs
O teste utilizando mucosa intestinal suina como substrato biologico teve como objetivo

simular as interacdes mucoadesivas do sistema com o substrato bioldgico. A capacidade
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mucoadesiva foi avaliadapor meio da medida da forca necessaria para destacar as
microparticulas mantidas em contato com o substrato. Essa for¢a medida foi chamada de “for¢a
maxima de mucoadesdo” (FMax).

A FMax média dos polimeros GG e AR isolados foi de 0,36 N e 1,23 N, respectivamente,

valores superiores ao observado para a P de 0,12 N (Figura 24).
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Figura 24. Forca maxima de mucoadesdo (FMax) das microparticulas, pectina (P), amido
resistente (AR) e goma gelana (GG). * As letras iguais representam similaridade.

A GG é um polimero hidrofilico, que possui varios grupos carboxilicos e hidroxila em
sua cadeia. Esses grupos podem interagir com as glicoproteinas presentes no muco, por meio
de interacdes supramoleculares como as liga¢6es de hidrogénio, formando extensas interagdes
de consideravel forca e, consequentemente, aumentando a forga necessaria para o destacamento
do tecido (OSMALEK; FROELICH; TASAREK, 2014; SRIAMORNSAK;
WATTANAKORN; TAKEUCHI, 2010). Em relacdo a P, o AR apresentou maior FMax,
provavelmente devido as suas cadeias extensas e flexiveis, que permitem maior superficie de
contato com a mucosa e favorecem a interpenetracdo na camada de muco, segundo a teoria da
difusdo (CARVALHO et al., 2010; DE OLIVEIRA CARDOSO; GREMIAO; CURY, 2020).
A P utilizada neste estudo foi de baixa massa molecular e baixo grau de esterificagédo (DE
<50%). Dados da literatura relatam a capacidade da P de baixa DE em penetrar profundamente



80

na camada de muco intestinal, mas sem a capacidade de aderir fortemente a superficie (LIU et
al., 2005; THIRAWONG et al., 2007). Considerando essa caracteristica, associada a baixa
massa molecular desse polimero, que pode resultar em menor difusdo e enovelamento na
camada de muco, justifica-se a menor FMax observada (Figura 24).

Para as MPs, observou-se uma redu¢do na FMax, em comparacdo aos polimeros GG e
AR, provavelmente devido a imobilizacdo das cadeias proveniente da formacdo da rede
tridimensional entre as cadeias dos polimeros e do processo de reticulagdo. Por outro lado, as
particulas obtidas da mistura GG:P, apresentaram FMax superior a P isolada, destacando o
efeito da associacdo da GG na capacidade mucoadesiva do sistema.

Entre as amostras, o efeito do agente reticulante na forca de destacamento do intestino
suino foi evidenciado. A GAAI e GPCa foram as amostras que apresentaram os maiores valores
de FMax (0,21 N e 0,18 N, respectivamente) e a GACa e GPAI as que apresentaram 0s menores
valores de FMax (0,10 e 0,14 N).

A interpenetragdo fisica associada a imobilizacdo das cadeias dos polimeros, resultante
do processo de reticulacdo, reduz a flexibilidade e mobilidade da malha polimérica.
Consequentemente, quanto menor essa mobilidade, menor é a expansdo da malha e mais dificil
é a interpenetracdo das cadeias com a mucina presente no muco. Além de reduzir a mobilidade,
0 maior grau de empacotamento e compactagdo da matriz resulta em menor ndmero de
grupamentos livres para formar interacdes secundarias com a mucina, influenciando
negativamente a consolidacdo do processo de mucoadesdo (CARVALHO et al.,, 2010;
SOSNIK; DAS NEVES; SARMENTO, 2014).

Portanto, os dados obtidos estdo em concordancia com os comportamentos discutidos
anteriormente, em que as misturas GG:AR ao serem reticuladas com Ca?" formam uma
estrutura mais enovelada, de elevado grau de empacotamento e consequente reducdo da
mobilidade das cadeias, assim como as misturas de GG:P reticuladas com AI** e, ambas as

misturas com a dupla reticulacdo, reduzindo a capacidade mucoadesiva dessas particulas.

5.6. Selecdo da microparticula para a incorporacéo das NCs

Para a selecdo da MP com as propriedades mais promissoras para veicular as
nanocapsulas (NCs) contendo CPT, foram considerados os parametros criticos capacidade de
absorcéo de liquido, eroséo e degradabilidade enzimatica e capacidade mucoadesiva, 0s quais
fornecem informacdes relevantes sobre a estruturacdo das matrizes. Dentre as particulas
obtidas, a GACa foi selecionada considerando que sua organizagdo estrutural devera permitir o

efetivo aprisionamento das NCs, além de apresentar uma matriz homogénea, sem a presenca de
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poros, fissuras superficiais e canaliculos internos, que poderiam facilitar a liberacdo prematura
das NCs. Essa particula também apresentou baixa taxa de absor¢do de meio &cido e baixa
degradacéo por enzimas presentes nas por¢des superiores do TGI.

Como contrapartida, selecionou-se também a particula GPCa, considerando seu
reduzido didmetro e matriz homogénea com a presenca de alguns poros e fissuras superficiais
e internas. Além disso, essa amostra apresentou comportamento oposto a GACa, com elevada
capacidade de absorcdo de liquidos e elevado grau de intumescimento em tampao fosfato (pH
6,8). A porcentagem de degradacdo enzimatica da GPCa foi intermediaria, com valores
proximos de 60% em ambos 0s meios e conteudos enzimaticos. A diferenca na capacidade
mucoadesiva entre as particulas GACa e GPCa foi outro importante atributo selecionado para
analise comparativa, o qual podera influenciar significativamente os comportamentos

bioldgicos que serdo estudados em etapas futuras desse trabalho.

5.7. Desenvolvimento das nanocépsulas (NCs)

5.7.1. Selecéo dos solventes para solubilizacdo da CPT
A CPT apresenta log P de 1,74, um valor de coeficiente de particdo octanol/agua que

indica solubilidade limitada em solventes aquosos e oleosos.

Em valores de pH alcalino (pH>9,0) o anel a-hidroxilactona da CPT é facilmente
convertido em carboxilato, aumentando sua solubilidade em agua, porém reduzindo sua
efetividade terapéutica (THOMAS; RAHIER; HECHT, 2004).

Considerando o desenvolvimento de uma nanoemulsdo como precursora das NCs e a
instabilidade e insolubilidade da CPT, a selecdo dos solventes adequados foi uma etapa critica
para alcancar a efetiva compartimentalizacdo da CPT. Além da capacidade de solubilizar o
farmaco, a selecdo da fase dispersante deve incluir a avaliacdo de critérios como a auséncia de
toxicidade e baixo risco de degradagdo (COUVREUR et al., 2012).

Nessa etapa do trabalho, a partir de uma analise macroscépica, foi feita uma avaliacdo
preliminar da capacidade de solventes de diferentes polaridades solubilizarem a CPT. Os
solventes foram selecionados com base em seus valores de constante dielétrica, a qual mensura
0 momento dipolar das moléculas e, quanto maior é seu valor, maior é a polaridade do solvente
(GREMIAO; DE CASTRO, 1999). As observacdes do aspecto macroscopico das preparacoes

estdo apresentadas na Tabela 14.

Apos esse teste, observou-se que nenhum dos solventes avaliados promoveu a total

solubilizacdo de 2 mg de CPT, observando-se dispersdes de aspecto turvo ou ligeiramente
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turvo. Considerando que nos solventes diclorometano e acetona ocorreu a dissolucéo parcial da
CPT, buscou-se explorar um sistema solvente com constante dielétrica superior a 9,1 e inferior
a 20,6.

Tabela 14. Aspecto macroscopico das preparagdes contendo 2 mg.ml™ da CPT em diferentes
solventes e suas respectivas constantes dielétricas (siglas: L- limpido, LT-ligeiramente turvo e
T:turvo).

Solvente Aspecto visual Constante dielétrica (€)
Agua T 78,9
Metanol T 33,4
Etanol T 24,6
Acetona LT 20,6
Diclorometano LT 9,1

Em trabalho realizado por Cortesi e colaboradores (1997), a solubilizacdo de cerca de 5
mg.mL da CPT foi possivel a partir da mistura cloroféormio/metanol (2:1, v/v) (CORTESI et
al., 1997). Considerando as proporgdes e constantes dielétricas de 4,8 e 33,6, para o cloroférmio
e metanol, respectivamente, calculou-se a constante dielétrica do sistema solvente proposto por

este autor a partir da Equacdo 10:

__ (Y%ax&a)+(%b+Eb)
- 100

£s

Eq. 10

Em que &= constante dielétrica do sistema solvente, %a e %b= porcentagem do
solvente a e b, respectivamente e fa e b= constantes dielétricas do solvente a e b,

respectivamente.

Como &s, encontrou-se valor proximo a 14. A partir desse resultado, considerando a
metodologia sugerida no item 4.2.6.2, selecionou-se os solventes diclorometano, imiscivel em
agua e de baixo valor de constante dielétrica e, etanol, miscivel no diclorometano, para compor
0 sistema. Para tanto, com base na Equacdo 9 foram utilizados 69,2% de diclorometano e 30,8%
de etanol, a fim de se compor um sistema solvente com a constante dielétrica pretendida.

Com este sistema solvente foi possivel incorporar 2 mg.ml* de CPT, obtendo-se uma

solucdo limpida e transparente.
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5.7.2. Desenvolvimento das nanoemulsdes
Com o objetivo de compartimentalizar a CPT em nanoestruturas e, apos a determinacao

da mistura solvente capaz de solubilizar 2 mg.ml* de CPT, a técnica de emulsificagio seguida
de evaporacéo do solvente foi selecionada.

Um dos desafios da técnica foi a obten¢do do um sistema emulsionado com goticulas
com dimensdes nanomeétricas e estavel. Na nanoemulsdo, a fase dispersa (interna) é formada
por goticulas de estrutura nanométrica (normalmente entre 20 e 500 nm), as quais devido a
reduzida dimensao apresentam maior estabilidade em relacdo a separacdo gravitacional e
coalescéncia, se comparadas as macrogoticulas.

Esse método envolve inicialmente a preparacdo de uma emulsao do tipo O/A. Para isso,
€ necessario preparar uma fase organica, constituida por um solvente organico apolar, no qual
o farmaco seria dissolvido. Em alguns casos, a adi¢do de polimeros se da nessa fase organica.
Apobs, realiza-se o preparo da fase aquosa, a qual deve conter um tensoativo do tipo O/A e
ambas as fases sdo submetidas a emulsificacdo, por agitacao e exposicao a uma fonte de energia
elevada, como, por exemplo, ultrassom ou a homogeneizacao por alta pressao. Essa etapa de
agitacdo da emulsdo é determinante para a obtencdo de goticulas nanométricas. Depois da
obtencdo da nanoemulsdo, realiza-se a evaporacdo do solvente residual como forma de
eliminacdo ou para deposicdo superficial de polimero, quando esse é adicionado a fase organica.

Sistemas de fase interna lipofilica tendem a ter capacidade de encapsular elevadas
porcentagens de farmacos como a CPT (GUPTA et al., 2016; LOVELYN; ATTAMA, 2011).
Dessa forma, a adicdo de acidos graxos a fase interna da nanoemulsao é uma forma de aumentar
a afinidade do farmaco, reduzindo de forma mais eficiente sua difusdo para 0 meio aquoso
(SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

A estrutura e concentracdo dos tensoativos utilizados na composi¢do da nanoemulséo
também sdo fundamentais, uma vez que devem ser suficientes para diminuir a tensao
superficial, formando um filme na interface da goticula (GUPTA et al., 2016).

Na composicdo das nanoemulsdes desse trabalho, a fase organica foi formada pela
mistura de diclorometano:etanol (D:E), Labrafac™ e o emulsificante lecitina de soja.

O Labrafac™ utilizado neste estudo é composto por triglicerideos de acido caprilico e
caprico, comumente empregado como veiculo em formulagdes parenterais. Sua presenca na
composicdo do nucleo deve favorecer a retencdo da CPT, mesmo ap0s a evaporacdo dos
solventes. A lecitina de soja (L) foi utilizada com o objetivo de auxiliar o processo de

emulsificacdo e conferir densidade de carga negativa a superficie das goticulas, para tanto a
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porcentagem de &cidos graxos presente em sua composicao foi de ~50%. Esta caracteristica da
lecitina foi importante para o posterior revestimento com a QS. A L é um emulsificante natural,
composto por uma mistura de fosfolipidios como a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e uma
mistura de acidos graxos; como o palmitico, estedrico e acido oleico. Apresenta carater
anfifilico, sendo a porcao hidrofébica formada por duas cadeias carbdnicas longas e a polar
representada pelo grupamento fosfato ligado a uma colina ou etalonamina (Figura 25). A
quantidade dos &cidos graxos que compde a L influencia diretamente a densidade da carga
negativa do material em solugdo, sendo que lecitinas com maior teor de acidos graxos
apresentam maior densidade de carga negativa, devido a ionizagdo dos grupamentos
carboxilicos (HAAS et al., 2014).

Figura 25. Estrutura molecular do fosfolipidio.

Diversos estudos relatam sucesso na obtencdo de nanoemulsdes utilizando L e sua
combinacdo com outros tensoativos em baixas concentracdes (DONSI et al., 2012; PREGO et
al., 2006; PREGO; TORRES; ALONSO, 2006; SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA, 2014;
YUCEL; ELIAS; COUPLAND, 2013).

Para compor a fase aquosa da nanoemulsdo, inicialmente selecionou-se dgua acidificada
e o tensoativo ndo idnico polissorbato 80, derivado do sorbitano polietoxilado e acido oleico
que apresenta hidrofilia, devido a presenca de poliéteres em sua cadeia (DAMICO et al., 2017).

A associacdo de fosfolipidios com polissorbatos, como o polissorbato 80, tém se
mostrado promissora por levar a formagéo de filmes interfaciais mistos compactos, conferindo
elevada estabilidade as formulacdes (DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017;
DEDAKIA et al., 2010; PRABHAKAR et al., 2013; SEDAGHAT DOOST et al., 2018).

Nesta etapa do trabalho, as nanoemulsdes obtidas foram denominadas como F1, F2, F3

e F4, de acordo com a porcentagem de tensoativo na fase aquosa (Tabela 15).
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Tabela 15. Nomenclatura das NEs conforme o contetdo de polissorbato 80.

Amostras % de polissorbato 80
F1 1,5
F2 2,5
F3 35
F4 4,5

A utilizacdo do polissorbato 80 nas porcentagens 1,5, 2,5 e 3,5%, resultou em
formulacGes macroscopicamente homogéneas, de aparéncia branca leitosa, caracteristica de

sistemas emulsionados com didmetro de goticula superiores a 100 nm (Figura 26).

Figura 26. Aspecto macroscopico das NEs desenvolvidos a partir da metodologia e composi¢do
propostas.

N&o foi possivel obter o sistema com a maior concentracdo de tensoativo (F4) devido a

intensa formacdo de espuma durante o processo de sonicacéao.

5.7.2.1. Avaliacdo do didmetro médio, PDI e potencial zeta dos nucleos

Apbs a obtencdo, as nanoemulsdes foram analisadas quanto ao diametro, PDI e
potencial zeta, os resultados estdo apresentados na Tabela 16. A partir dos valores, é possivel
afirmar que as goticulas desenvolvidas apresentam dimensdo nanométrica, com valores de
didmetro médio entre 111,3 e 160,4 nm. A amostra F1, com a menor concentracdo de

polissorbato 80 (1,5 %) apresentou maior diametro médio (p<0,05).

Tabela 16. Diametro (nm), PDI e potencial zeta (mV) das nanoemulsdes (média = DP).

Amostra Diametro + DP PDI Potencial zeta + DP
F1 160,4 + 6,6 0,13 -336+1,6
F2 140,6 + 8,6 0,15 -236+23
F3 111,3+3,8 0,21 -200+1,3

F4 - - -
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O valor de PDI variou de 0,13 a 0,21, valores inferiores a 0,5, demonstrando a
homogeneidade na distribuicdo de tamanho das goticulas (AVADI et al., 2010; GAUMET et
al., 2008). Dentre as nanoemulsdes, a F1 apesar do maior tamanho médio, apresentou menor
PDI.

Todas as nanoemulsdes apresentaram carga superficial negativa, na faixa de -20,0 a -
33,6 mV (Tabela 16), conferida principalmente pela ionizacdo dos &cidos graxos da L,
indicando sua deposicao na interface da goticula. A formacéo de goticulas com carga negativa
é desejavel considerando que deve proporcionar uma efetiva repulsdo eletrostatica entre as
goticulas, favorecendo a estabilidade do sistema, bem como a complexagdo com a QS, na etapa
posterior de desenvolvimento das NCs (revestimento dos nucleos com QS).

O polissorbato 80, juntamente com os acidos graxos e fosfolipidios da L, componha o

filme interfacial depositado na superficie da goticula (Figura 27).

H20 H20 - _\/Fosfolipidios

& da lecitina
Acidos

- graxos da

lecitina

0’\._/\ Polissorbato 80

O Fase organica

Figura 27. Representacdo esquematica da estrutura dos NEs.

Consequentemente, a modificagdo da concentragdo do tensoativo e deve influenciar a
composicao e estrutura desse filme. Nesse sentido, 0 aumento da concentracdo polissorbato 80
pode favorecer a formacdo de um maior nimero de goticulas com menor diametro e menor

densidade de carga negativa (Tabela 16).

5.7.2.2. Analise da estabilidade fisica das NEs

O processo de desestabilizacdo de sistemas emulsionados ocorre em trés etapas
principais: floculagdo, quando as forgas repulsivas sdo inferiores as atrativas, gerando a
aproximacgdo das goticulas; a cremagem, a partir da unido e migragdo dos agregados de
goticulas para a superficie e, a coalescéncia em que ocorre a separacao irreversivel das fases do
sistema, devido a ruptura total do filme interfacial (BRUXEL et al., 2012).
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Problemas de estabilidade das prepara¢tes emulsionadas podem, algumas vezes, ser
evidenciados logo ap06s o seu preparo; no entanto, considerando que diversos fatores podem
alterar a estrutura ao longo do tempo, modificando caracteristicas como o potencial zeta ou a
rigidez e organizacdo do filme interfacial, o estudo de estabilidade deve ser realizado um
periodo apds a obtencdo dos sistemas (BRUXEL et al., 2012; SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA,
2014).

Nesse estudo, a estabilidade da emulsao foi avaliada apds 30 dias de armazenamento,
sob refrigeracdo (~4°C), com a medicao do diametro, PDI e potencial zeta (Tabela 17). Além

disso, as amostras foram submetidas a centrifugacédo e o aspecto visual foi avaliado.

Tabela 17. Diametro (nm), PDI e potencial zeta (mV) das nanoemulsbes ap6s 30 dias de
armazenamento (média £ DP).

Amostras Diametro + DP PDI Potencial zeta = DP
F1 171,2+6,8 0,14 -35,0+3)9
F2 1349 +42 0,17 -21,3+2,0
F3 129,1+ 20,1 0,20 -27,6 £7,0

Macroscopicamente, as trés formulacdes ndo apresentaram separacdo de fase, antes e
apos a centrifugacdo. Em relacdo ao diametro, apenas a amostra F1 apresentou um aumento
estatisticamente significativo no didmetro médio (p<0,05), de aproximadamente 11 nm, no
entanto, ndo houve aumento significativo do seu valor de PDI. Com relacdo ao potencial zeta,
ndo houve variacgdo estatisticamente significativa dos valores apds o armazenamento (p>0,05).
O conjunto de resultados permite concluir que a estabilidade das emulsdes foi mantida ap6s 30
dias. Ap6s o0 armazenamento, para todas as amosttras houve a manutencgéo dos diametros < 200
nm, elevado potencial zeta negativo e baixo valor de PDI. Dessa forma, as nanoemulsdes F1 e
F2, com menores concentracdes de tensoativos, foram selecionadas para a etapa posterior de

revestimento.

5.7.3. Revestimento das nanoemulsdes para a formacédo das nanocapsulas (NCs)
A primeira etapa de funcionalizagdo foi realizada com a QS de elevado grau de

desacetilacdo (~90%) e baixa massa molecular, a partir de duas metodologias.
A metodologia “I” foi baseada nos estudos de Sonvico et. al. (2006) e Haas et. al. (2013),

em que um revestimento foi formado simultaneamente ao processo de emulsificacao.
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As NCs obtidas por meio da metodologia “I” foram denominadas de acordo com a sua
composicdo com o prefixo F1 ou F2 (referente a composicéo do nucleo, Tabela 14), sequida da
concentracdo da dispersdo de QS utilizada (0,5; 1 ou 1,5) (exemplo F1_0,5).

Macroscopicamente, ap6s 24 horas da obtencdo, as formulagdes ndo aparentaram
separacdo de fase e 0 aspecto leitoso foi mantido.

Para essas NCs, o didmetro, PDI e potencial zeta foram avaliados, e os resultados estéo
apresentados na Figura 28. As NCs apresentaram valores de diametro médio entre 175 e 536

nm, PDI na faixa de 0,20 a 0,54 e potencial zeta entre +0,1 e +23,2 mV (Figura 28).
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Figura 28. Diametro, PDI e potencial zeta das nanoemulsdes F1 e F2 revestidas com QS pela
metodologia “I”.

Em todas as amostras, principalmente para as obtidas a partir da nanoemulséo F1, a

adicdo de QS resultou no aumento significativo do didmetro, entre 120 a 530 nm, (p<0,05). A
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adicdo de QS também resultou na inversao do potencial zeta para valores positivos, superiores
a+10mv.

A utilizagdo de concentragdes crescentes de QS, de 0,5 para 1,0 mg.mL™, resultou em
aumento do valor de potencial zeta positivo da NCs. Entre as concentracfes de QS de 1,0a 2,0
mg.ml, ndo houve modificacéo significativa do potencial zeta, que se manteve na faixa de +15
a+18 mV (p>0,05).

Em relacdo a quantidade inicial de tensoativo na namoemulséo, as particulas obtidas a
partir de F1 (menor concentracdo de polissorbato 80), apresentaram os maiores aumentos de
tamanho, principalmente com a adi¢cdo de QS na concentragdo de 0,5mg/ml. O aumento da
concentracdo de QS utilizada no revestimento, promoveu diminuicdo do tamanho médio, bem
como, maior densidade de carga positiva (+9,8 a +23,4 mV) (p<0,05).

Apesar dos valores na escala hanométrica, distribuicdo de tamanho unimodal e PDI
abaixo de 0,5, ao se analisar os graficos de distribuicdo de potencial zeta, observou-se duas
populacBes de particulas com diferentes médias de carga de superficie, predominando
particulas de potencial zeta préximo a neutralidade (Figura 29).
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Figura 29. Distribuicdo de tamanho e potencial zeta da amostra F1_1 (perfil semelhante foi
observado para as demais particulas).
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A sonicacdo € um processo de aplicacdo de energia para agitar de forma vigorosa
moléculas ou particulas em um liquido. Essa agitacdo utiliza a energia das ondas sonoras,
fornecendo uma energia muito elevada ao sistema e resultando na formacdo de particulas
nanométricas. No entanto, essa mesma energia pode também causar a quebra de polimeros,
como a QS, resultando na formacéo de fracGes de diferentes massas moleculares (SAVITRI et
al., 2014). Dessa forma, a utilizacdo da metodologia “I”” pode ter gerado essas fragcdes de QS
que interagiram de diferentes formas com os componentes da formulacédo. Outra possibilidade
é a formacdo de micelas entre a L e o polissorbato 80, originando na mesma formulacao
particulas de composicao e carga superficial diferentes.

Apods a avaliagdo dos resultados da metodologia “I”, realizou-se a formacgdo do
revestimento com QS por outra metodologia.

A metodologia “II”, baseou-se nos trabalhos de Alonso et. al. (2006) e Park et. al.
(2016), em que se utilizou diferentes concentracdes e razdes de massa de L:QS, para formar o
revestimento. A denominacdo dessas amostras seguiu o prefixo anteriormente citado de F1 ou
F2, seguido do valor de razdo de massa entre L:QS e do sufixo 0,5; 1 ou 2, que representa a
concentracdo inicial de QS utilizada (exemplo: F1_3,6 1 em que tem-se o nucleo F1 (1,5% de
tensoativo) revestido com QS a 1 mg.mL™, resultando na razdo de massa L:QS final de 3,6:1).
Essas amostras também apresentaram aspecto leitoso, no entanto, apds 24 horas algumas
apresentaram separacao de fases, sendo excluidas da etapa de caracterizacao.

Para as amostras em que a funcionalizacdo foi realizada ap6s a formacdo das
nanoemulsdes, ou seja, metodologia “I1”, os resultados de didametro, PDI e potencial zeta estéo
apresentados na Figura 30.

A faixa de diametro observada para essas NCs, foi de 173 a 3822 nm e PDI entre 0,21
e 1,0. Para a maioria das amostras ndo houve modificacdo significativa no tamanho com a
adicdo de maiores concentracGes e proporcdes de QS (p>0,05) (Figura 30). O comportamento
observado pode estar relacionado a capacidade de organizacdo das moléculas de QS ao
interagirem com a goticula, em que o maior numero de moléculas associadas a superficie resulta
em uma espécie de rearranjo conformacional e consequentemente na formagéo de camadas de

revestimento com maior de nimero de moléculas de QS, porém mais compactadas.
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Figura 30. Diametro, PDI e potencial zeta das amostras revestidas com QS pela metodologia
“11”.

Comportamento semelhante foi observado por Liu e co-autores (2016), os quais
testaram o revestimento, utilizando QS de elevado grau de desacetilagdo, em ndcleos de lecitina
contendo insulina e observaram que em razodes entre 10:1 e 40:1 (L:QS) ndo houve variagédo
significativa no diametro médio das particulas, que se mantinham em torno de 180 nm (LIU et
al., 2016). Da mesma forma, Hafner e co-autores (2009) ao desenvolverem nanoparticulas de
lecitina e QS, para a incorporacdo de melatonina, observaram que nas proporcoes lecitina:QS
de 10:1 e 20:1 as nanoparticulas se mantinham com aproximadamente 120 nm (HAFNER et
al., 2009).

Para as amostras F1_13 0,5, F2 52 0,5, F2 29 0,5 e F2_13 0,5, obtidas a partir dos
nucleos F1 e F2 (1,5 % e 2,5% de polissorbato 80, respectivamente), com a menor concentracio
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de QS (0,5 mg.mlt) e maiores razbes entre L:QS (13:1, 52:1 e 29:1), observou-se aumento
significativo do tamanho das particulas, alcancando valores entre 650 e 4000 nm (Figura 30).

Diferentemente das demais particulas, que apresentaram potencial zeta positivo (> +10
mV), essas amostras apresentaram cargas de superficie muito proximas a zero (entre -6,3 mV
e +7,2 mV) (Figura 30 e 31). Provavelmente nessa concentragdo (0,5 mg.mL? de QS) e faixa
de razdo (13 a 52:1), a quantidade de QS disponivel ndo foi suficiente para revestir toda a
superficie da goticula pré-formada, ou seja, as aminas protonadas das moléculas de QS foram
capazes apenas de neutralizar parcialmente os carboxilatos de superficie, presentes pela
composic¢do de acidos graxos na interface da goticula.

Simultaneamente a essa reducédo de potencial zeta, deve ter ocorrido a aglomeracgéo das
particulas, principalmente devido a perda de estabilidade eletrostéatica, resultando na formacao
de particulas grandes e heterogéneas quanto a distribuicdo de tamanho, como demostrado na
Figura 31, e quantitativamente representado pelo elevado valor de PDI (de 0,6 a 1,0) (HAFNER
et al., 2009; SONVICO et al., 2006).
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Figura 31. Gréfico de distribuicdo de tamanho e potencial zeta da F2_13_0,5.
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Para as outras NCs obtidas por meio da metodologia “II”, a diminui¢do da razdo de
massa entre L:QS resultou no aumento discreto do potencial zeta positivo, principalmente nas
particulas em que arazdo L:QS erade 14,6 a 1,8:1. Esse comportamento pode indicar que com
a adicdo da QS ocorre o deslocamento de algumas moléculas de polissorbato 80 e
fosfatidilcolina da interface das goticulas, os quais simultaneamente se rearranjam, formando
uma espécie de corona de carga neutra ao redor das NCs formadas. A formagdo dessa corona
pode “mascarar” o resultado de potencial zeta.

O conjunto de dados obtidos podem indicar que a modificacdo de superficie utilizando
QS é predominantemente dirigida por interacOes eletrostaticas.

De forma complementar aos resultados obtidos, analisou-se os graficos de distribuicdo de
tamanho e potencial zeta dessas NCs (Figura 32), com caracteristicas promissoras, obtidas a
partir da metodologia “II” (revestimento da nanoemulsdo pré-formada). Nesta figura é possivel
observar distribui¢do de tamanho unimodal, bem como uma Unica populagéo de particulas com

potencial zeta positivo.
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Figura 32. Gréfico de distribuicdo de tamanho e potencial zeta da amostra F2_3,6_1.

Apesar da metodologia “I”’ ser relativamente mais simples, a funcionalizacéo simultanea
ao processo de emulsificagdo foi excluida das etapas seguintes do estudo, considerando que

nesse processo houve a formagdo de particulas com ampla faixa de distribuicdo de potencial
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zeta, 0 que pode resultar em particulas heterogéneas e também na instabilidade fisica do
sistema.

Entre as amostras funcionalizadas empregando a metodologia “lI”, a F1 3,6 1;
F2 3,6 1;F1 1,8 2e F2 1,8 2 foram selecionadas, devido a seus atributos favoraveis como
didmetro préximo a 200 nm), baixo PDI (~0,2) e potencial zeta positivo (ha faixa de +25 mV).

Apos essa etapa, seguindo com a formagdo das NCs, realizou-se a segunda etapa de
revestimento, com o polidnion &acido hialurénico (AH), baseando-se na teoria da atracdo
eletrostatica e interacdes supramoleculares entre o polimero negativo com a superficie da
nanocépsula carregada positivamente, devido a presenca de QS da primeira camada de
revestimento.

As formulacbes que nesta etapa apresentaram separacdo de fase apos 24 horas foram
descartadas da etapa de caracterizacao.

As NCs revestidas com os polimeros QS+AH, de aparéncia homogénea foram avaliadas
e os dados obtidos estdo apresentados na Figura 33.

Com a adicao do polimero anidnico (AH) foi possivel observar dois comportamentos,
sendo a razdo L:QS e a concentracdo da dispersdao de QS, utilizada na primeira fase de
revestimento, os fatores que influenciaram de forma significativa esse comportamento (Figura
33).

Paraas F1 3,6 1e F2 3,6 1, com o aumento da quantidade de AH (razdes de 0,25 a
1:1) houve uma discreta reducdo do potencial zeta, acompanhada do aumento significativo do
didametro e PDI, de 200 nm para 370 nm e 0,20 para 0,50 e, 170 nm para 300 nm e 0,20 para
0,45, respectivamente.

Com o aumento da quantidade de AH, na razdo de massa de 2:1 (AH:QS), houve a
inversdo completa de carga das NCs, para valores de aproximadamente -30 mV, acompanhada
de uma reducdo de £50 nm no didmetro médio, bem como, no PDI, para valores préximos aos
iniciais de 0,30. Esse comportamento indica que houveram modifica¢fes estruturais com a
incorporagédo do AH, o que, de maneira indireta, indica o sucesso do processo.

Kalam (2016), em trabalho com nanoparticulas de QS, relatou comportamento
semelhante com o revestimento utilizando AH. O aumento de 50 a 150 nm no diametro médio
das particulas foi observado com a adi¢do do polianion, assim como a inversdo completa de
carga, que passou de cerca de +32,5 mV para -33,7 mV (KALAM, 2016).
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Comportamento diferente foi observado para as F1 1,8 2 e F2 1,8 2 (menor razao

L:QS e nas quais utilizou-se QS mais concentrada 2 mg.mL™). Nestas amostras, 0 aumento da

concentracdo de AH, até as razdes 3:1 e 5:1, ndo promoveu a inversdo de potencial zeta. A

adicdo de AH até a razdo 1:1 também ndo resultou no aumento significativo de didmetro e PDI,

gue se mantiveram na faixa de £225 nm e 0,30, respectivamente (Figura 33). Nas maximas
razdes de AH:QS (3 e 5:1), observou-se paraa F1 1,8 2 e F2_1,8 2, alteragéo significativa
(p<0,05) do diametro para valores entre 550 a 2000 nm, do PDI para valores entre 0,75 e 0,90

e do potencial zeta para +20 e +5 mV, respectivamente.

A construcdo de revestimento multicamadas em nanoemulsdes, é o resultado de um

equilibrio complexo de interacdes polieletrolito - polieletrélito, polieletrolito - solvente e

polieletrolito — superficie da goticula, as quais envolvem fatores eletrostaticos e entropicos
(GUZMAN et al., 2017; NAYEF; CASTIELLO; TABRIZIAN, 2017).
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Em revestimentos compostos por moléculas ionicamente carregadas, de elevada massa
molecular, como polimeros, a inversdo de carga ocorre apds a deposicdo de ao menos duas
camadas consecutivas na superficie da particula. Isso significa que a deposi¢do do polimero
carregado ndo ocorre apenas até a neutralizacdo de carga da superficie da particula, mas ela
continua ocorrendo até que um certo grau de carga oposta apareca na superficie, levando a uma
sobrecompensacéo da carga das camadas anteriores (GUZMAN et al., 2017; SOLANKI et al.,
2019). Portanto, a quantidade de polianion (AH) no meio deve ser suficiente para neutralizar
toda a superficie da particula e continuar, em maior extensao, para a formacdo de ao menos
mais uma camada. Apenas dessa forma a inversdo da carga superficial é alcancada.

Sendo assim, a resisténcia a inversdo de carga das amostras F1 1,8 2 e F2 1,8 2,
mesmo com a adi¢do das maiores razdes de polianion, podem ser atribuidos a insuficiéncia de
moléculas de AH para neutralizar a carga de superficie positiva da particula revestida com a
maior quantidade e concentragdo de QS (2 mg.ml™).

Com base nos resultados apresentados, a adicdo da mistura de AH e do derivado de
celulose (HP) foi realizada apenas para as amostras F1 3,6 1 e F2 3,6 1, nas razfes de 3,0:1
e 5,0:1, nas quais a inversdo total de carga foi observada, provavelmente proveniente da
formagéo de mais de uma camada de revestimento com o polianion.

Para essas amostras com multiplas camadas de revestimento, adicionou-se a
nomenclatura ja descrita o sufixo 3 ou 5, referente a razdo de massa de AH (a) ou AH+HP (p),
considerando fixa em 1 a razdo de QS (Exemplo: F1 3,6 1a3, se refere a amostra F1 3,6 1
revestida com a razdo AH:QS de 3,0:1). Essas NCs foram analisadas e os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 18. A formulacdo F1_3,6 1p3 ndo foi analisada porque
apresentou separacdo de fase 24 horas ap6s a obtencéo.

Tabela 18. Caracteristicas das particulas revestidas com AH ou AH e HP.

Pollm_ero de Amostras Diametro +DP Potencial zeta +DP PDI
revestimento
F1 3,6 1a3 208,4 +11,7 -32,7+0,82 0,32
AH F1 3,6 1a5 288,5+2 2 -35,6+3,0 0,31
F2 3,6 1a3 232,1+22 3 -31,2+3,12 0,21
F2 3,6 1a5 231,9+11,6 -38,0+5,17 0,24
F1 3,6 1p3 - - -
F1 3,6 _1p5 265,5+17.2 -20,8+0,69 0,23
AH+HP
F2 3,6 _1p3 225,0+1,62 -15,3+0,6 0,23
F2_3,6_1p5 193,8+5,8 -15,2+1,11 0,18
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Como observado na Tabela 18, a adi¢do de HP resultou em particulas de menor carga
superficial (p<0,05), comparadas as revestidas apenas com AH, com valores entre -20,8 e -15,2
mV em comparacgdo a -38 e -31,2 mV, respectivamente.

O HP é um derivado da celulose, biodegradavel, com pKa de aproximadamente 4,9,
constituido por grupamentos hidroxila, que podem ser substituidos por éster metilico, éster 2-
hidroxipropilico ou éster ftalico. De acordo com dados obtidos em estudo anterior (BONI et al.,
2021), o HP utilizado ndo apresenta densidade de carga negativa elevada, mantendo-se em torno
de -10 mV, no valor de pH 5,0. Diferentemente, 0 AH é um polissacarideo aniénico, devido a
ionizacdo dos grupamentos carboxilicos das unidades de acido-B-glicurénico (47% no AH
utilizado nesse estudo). De acordo com 0 mesmo estudo anterior, a partir do valor de pH 3,5 a
densidade de carga negativa do AH alcanca a faixa de -30 a -35 mV. Dessa forma, a densidade
de carga superficial das NCs deve estar diretamente relacionada a caracteristica do material de
funcionalizacao.

As amostras revestidas com ambos os polimeros (AH+HP) apresentaram didametros
entre 194 e 265 nm e PDI de 0,18 a 0,23 (Tabela 18). O tipo de material de revestimento da
segunda camada ndo influenciou de forma significativa o tamanho das NCs (p>0,05).

De acordo com os achados do trabalho, um modelo estrutural das NCs desenvolvidas
foi racionalizado e a representacdo esquematica estd apresentada na Figura 34.

+@2— Fosfolipidios da lecitina

@ polissorbato 80
O Fase orgéanica

Qe Qs

o)~ AH

:—,\9\_ HP

Figura 34. Representacdo esquematica das NCs revestidas com A: QS, B: QS+AH e C:
QS+AH+HP.

Baseando-se na estabilidade macroscopica, bem como, nos resultados da Tabela 18, que

indicam diametro abaixo de 250 nm, PDI menor que 0,25 e potencial zeta negativo, as amostras

= Acidos graxos da lecitina
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F2_3,6 _1a3 e F2_3,6_1p3 foram selecionadas para a avaliacdo da morfologia e incorporacéo

do farmaco.

5.7.3.1. Morfologia das NCs

A microscopia eletronica de varredura € uma técnica que necessita do processo de
secagem da amostra e ndo permite a utilizacao de corante para o contraste das estruturas, dessa
forma, a visualizagédo das estruturas ndo foi obtida de forma satisfatoria por meio dessa técnica.

Contudo, a partir das imagens apresentadas na Figura 35, é possivel observar a presenca
de estruturas esféricas nanomeétricas, caracteristico das NCs, e a presenca de agregados. Para as
amostras contendo CPT, a microscopia eletronica de transmissdo com contraste negativo foi

realizada, objetivando a melhor visualizacdo da morfologia e estrutura.

Figura 35. Fotomicrografias das amostras F2_3,6 _1a3 e F2_ 3,6 1p3, aumento 10.000 vezes.

5.8. Nanocéapsulas contendo CPT
A obtencdo das NCs contendo CPT seguiu a metodologia descrita no item 4.2.6. Para
as amostras contendo farmaco, a nomenclatura seguiu o descrito anteriormente, com a adicéo

da letra “C”. As caracteristicas das NCs ap0s a incorporacdo da CPT estdo apresentadas na

Tabela 19.

Tabela 19. Diametro, PDI, SPAN e potencial zeta das nanocapsulas contendo CPT.

Zetasizer Nano-ZS NanoSight NS300

Amostras = . Didmetro (nm)
Diametro  Potencial zeta PDI o
(hm)£DP (V) +DP me®  modatDP  SPAN

F2_3,6_1a3C 160,9+4,82 -28,3+0,47 0,21 221,1+2.3 184,752 0,59

F2_3,6_1p3C 170,3+2,62 -17,8+1,52 0,23 223,8+1,4 216,4+10,9 0,49

O diametro médio das NCs contendo CPT, mensurado pela técnica de espalhamento de

luz, variou de 161 a 170 nm (Tabela 19), com distribuicdo de tamanhos unimodal (Figura 36).
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Figura 36. Distribuicdo de tamanho e potencial zeta das NCs revestidas com AH ou AH+HP.

Comparando-se com a analise das NCs sem adi¢do do farmaco, houve uma reducéo de
72 e 55 nm, para as amostras revestidas com AH e AH+HP, respectivamente. A reducédo de
diametro observada pode estar relacionada a interacao entre o 6leo do interior da particula e a
CPT, em que como resultado tem-se a reducdo do volume da goticula. Outra possibilidade é a
compactagdo da estrutura como resultado de uma atracéo entre os polimeros de revestimento e
o farmaco disperso na goticula.

O PDI das amostras manteve-se em torno de 0,23 indicam homogeneidade de
distribuicdo de tamanhos, o que pode ser confirmado pelo perfil de distribuicdo unimodal
apresentado na Figura 36. Para a particula F2_3,6_1p3C é possivel observar uma pequena cauda
no perfil de distribuicdo (populacdo menor que 3%), com tamanho superior a 1000 nm,
indicativo de um processo de precipitacéo.

A adicdo de farmaco ndo influenciou de forma significativa o potencial zeta das NCs
(p>0,05), o qual permaneceu negativo, com valores de -17,8 € -28,3mV paraa F2_3,6_1p3Ce
F2_3,6_1a3C, respectivamente, com predominio de apenas uma populacdo de carga média
negativa (Figura 36).

Ao se analisar os resultados obtidos por NTA, observou-se uma diferenca em relagéo
aos valores obtidos por meio da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) (Tabela 19).

A técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA) é utilizada para avaliar a
distribuicdo de tamanho de nanoparticulas em dispersdo, de forma individual, utilizando as
propriedades de espalhamento de luz, movimento browniano e a equagédo de Stokes—Einstein
(BENDER et al., 2012). Por meio dessa técnica, os diametros médios das NCs F2_3,6_1a3Ce
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F2_3,6_1p3C foram de 221,1 e 223,8 nm, respectivamente e, a moda (representando os valores
de tamanho que apareceram mais vezes) de 185 e 216 nm, respectivamente. A distribuicéo de
tamanho com o0s correspondentes quadros de video capturados durante a analise, estdo

apresentados da Figura 37.
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Figura 37. Distribuicdo de tamanho a partir de medicdes de NTA (A:F2_3,6_1a3C e B:
F2_3,6_1p3C).

E possivel observar uma estreita faixa de distribuicdo, com pequenas populagdes de

didmetros menores que 100 e maiores que 300 nm. O resultado esta em concordancia com 0s
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resultados de DLS, nos quais os valores de PDI foram menores que 0,5, caracteristica que
também pode ser evidenciada pelos baixos valores de valor de span de 0,49 e 0,59 (Tabela 19).
Os valores de diametro médio obtidos pela técnica de NTA foram aproximadamente 60 nm
maiores do que os observados por DLS, contudo quando observamos a moda, 0s valores obtidos
apresentam semelhanca.

Diferentemente da técnica de DLS, o NTA realiza a medida de didmetro em numero,
dessa forma, permitindo ainda, a estimativa das concentragdes iniciais das NCs, as quais foram
de 4,38x108 e 3,35x108 particulas/mL para as F2_3,6_1a3C e F2_3,6_1p3C, respectivamente.

Os valores proximos de concentragdo entre as duas formulagGes eram esperados,
considerando que em ambas as amostras as mesmas razoes de nanoemulsdo/QTS e polianions

foram utilizadas.

5.8.1. Avaliagédo da forma das NCs
As particulas F2_3,6 _1C, F2 3,6 1a3C e F2_3,6 1p3C, revestidas com QS, QS+AH ou

QS+AH+HP, respectivamente, foram analisadas por microscopia eletrénica de transmisséo.

A partir das fotomicrografias apresentadas, é possivel sugerir que houve a formacéo de
particulas esféricas, com a presenca de um ndcleo ou multiplos nucleos de maior densidade
eletronica, em que provavelmente estd localizado o farmaco (Figura 38). Pode-se observar
também na Figura 38 camadas de estruturas circulares ao redor de toda superficie das NCs,
principalmente das revestidas apenas com QS (Figura 38-A).

Como observado por Cé e co-autores (2016) com nanocépsulas de nudcleo lipidico
contendo dapsona e revestidas com QS, essas estruturas provavelmente sdo organizagoes
micelares entre os surfactantes polissorbato 80 e a fosfatidilcolina da L, os quais foram
deslocados da interface da nanoemulsdo, com a adicdo dos polieletrolitos para o revestimento,

se rearranjando e constituindo uma corona hidrofilica ao redor da particula (CE et al., 2016).
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Figura 38. Fotomicrografias das NCs contendo CPT A: F2_3,6 1C; B: F2 3,6 1a3C e C:

F2_3,6_1p3C.

5.8.2. Eficiéncia de encapsulacéo da CPT
A alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco é um atributo critico do sistema

desenvolvido, e a selecdo da plataforma e técnica de obtencdo sdo importantes para alcancar

estes valores. Neste trabalho, a obtencdo de nanocépsulas de nucleo lipidico resultou em uma

elevada porcentagem de encapsulacdo da CPT, com valores variando de 94,8 a 96,1% (Tabela

20).

A adicdo de multiplas camadas poliméricas de revestimento ndo influenciou

significativamente a eficiéncia de encapsulacdo da CPT nas NCs (p>0,05).

Tabela 20. Porcentagem de EE da CPT nas NCs.
Amostra EE (%) £ DP
F2 361 94,8 +0,23

F2_3,6_la3 96,1+ 0,18
F2 3,6 1p3 95,9 +0,26

Os valores encontrados foram expressivamente superiores ao de Unal e colaboradores

(2015), os quais relataram a encapsulacdo de 39,2 a 50,7% de CPT em nanocapsulas de
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ciclodextrinas e PCL revestidas com QS de baixa massa molecular, destacando o sucesso no

delineamento da plataforma proposta nesse trabalho.

5.8.3. Permeacéo in vitro em mucosa suina
O ensaio de permeacdo in vitro teve como objetivo avaliar a influéncia dos sistemas

desenvolvidos no perfil de permeacdo da CPT atraves da membrana intestinal.

A utilizacdo do intestino suino para esse estudo baseou-se na similaridade anatdémica,
histoldgica e fisiologica ao intestino humano.

A mucosa intestinal suina atuou como uma barreira complexa, composta pelas camadas
mucosa, submucosa, muscular e serosa, sendo a mucosa, a camada mais proximal ao lumen, a
que contém uma espessa camada de muco cobrindo as células epiteliais (NUNES; SILVA,;
CHAVES, 2016).

O perfil de permeacdo, permeabilidade aparente da CPT livre e veiculada nas NCs estdo

apresentados na Figura 39-A e B, respectivamente.
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Figura 39. Ensaio de permeacédo in vitro: (A) Perfis de permeacdo atraves da membrana
intestinal suina; (B) Permeabilidade aparente da CPT veiculada nas diferentes NCs e (C)
Retencdo de CPT veiculada em NCs na mucosa intestinal.
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O transporte através da membrana intestinal € um processo complexo e dindmico, que
pode ocorrer principalmente por dois mecanismos passivos distintos: permeabilidade
paracelular (entre as células adjacentes) e transcelular (através das células).

A biodisponibilidade da CPT é muito variavel, devido a sua baixa solubilidade e efluxo
via Pg-P (SADEKAR et al., 2013). Apesar dessa caracteristica, observou-se para a CPT livre
uma elevada porcentagem de permeacdo, chegando a 30 %, valor superior aos observados para
o farmaco veiculado nas NCs. O valor de permeabilidade aparente (Papp) da CPT livre também
foi de 2 a 3 vezes superior aos observados para o farmaco veiculado nas NCs.

Nesse modelo utilizado para permeacdo, alguns mecanismos fisiolégicos ndo atuam de
forma semelhante aos de tecidos vidveis in vivo. Provavelmente, um desses mecanismos é o de
efluxo via Pg-P, justificando a elevada permeacéo observada para o farmaco livre. Além disso,
para o ensaio utilizou-se uma solucao de CPT em fase mdvel e tampao fosfato (pH 6,8) devido
a baixa solubilidade aquosa da CPT, diretamente relacionado a sua baixa absorgao intestinal e
biodisponibilidade (ROZEHNAL et al., 2012).

Para as NCs, observou-se menor porcentagem de permeacao através da mucosa intestinal
suina, comparado ao farmaco livre, porém com aumento crescente da porcentagem permeada
para todas as formulagdes durante as 12 horas de ensaio (Figura 39-A). A quantidade média de
CPT permeada foi de 18,5 %, 8,7 % e 10,3 %, para as formulacbes F2_3,6_1C (revestida apenas
com QS), F2_3,6_1a3C (revestida com QS+AH) e F2_3,6_1p3C (revestida com QS+AH+HP),
respectivamente.

A nanocéapsula revestida apenas com QS apresentou a maior porcentagem de permeacao
(p<0,05), aproximadamente 2 vezes maior, comparado as demais NCs revestidas, destacando o
efeito da modificacdo de superficie da particula no perfil de permeacdo do farmaco
encapsulado.

Diversos estudos relatam a propriedade da QS em aumentar a permeacdo de farmacos.
Dentre 0s mecanismos de acdo, sugere-se uma combinagdo de mucoadesdo e do afrouxamento
transitdrio das juncdes paracelulares. Ou seja, apds a retencédo local que permite a interacdo com
o epitélio, a QS deve ser capaz de induzir a redistribui¢cdo da F-actina e da proteina ZO-1 das
juncdo paracelulares, afrouxando essa juncéo e facilitando a passagem do farmaco (THANOU;
VERHOEF; JUNGINGER, 2001).

O elevado valor de Papp (Figura 39-B) para a F2_3,6_1C (4,84 x 10 cm/s) corrobora
esse achado, uma vez que esse parametro esta relacionado ao transporte paracelular, indicando

a capacidade da QS em modular as jungdes celulares da regido intestinal.
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Entreas F2_3,6_1a3C e F2_3,6_1p3C, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
na porcentagem permeada e Papp (2,60 x 10° e 2,74 x 10 cm/s), indicando que ocorre a
permeacdo mais lenta da CPT através da membrana intestinal para ambos os sistemas revestidos
com os polianions.

De forma complementar, avaliou-se a porcentagem de farmaco, veiculado nas NCs, que
permaneceu retido na mucosa intestinal (Figura 39-C). O valor de retencédo variou de 9,2 a 12,7
%.

Para as particulas F2_3,6 1C e F2 3,6 _1p3C ndo houve diferenca significativa na
porcentagem retida, ou seja, apesar da particula revestida com AH+HP permear menos em
comparacao a revestida apenas com QS, a porcentagem retida de ambas foi semelhante, sendo
uma caracteristica vantajosa para a acdo local da CPT, que deve resultar na reducdo de efeitos
colaterais sistémicos, permitindo o tratamento localizado do tumor colénico.

Para os estudos seguintes, a particula revestida apenas com QS foi excluida, mantendo-
seas F2_3,6 1a3CeF2_3,6 _1p3C.

5.8.4. Estudo da interacdo entre as NCs contendo CPT e a mucina a partir da analise do
potencial zeta

A Figura 40 apresenta as variagcdes no potencial zeta das F2_3,6 _1aC e F2_3,6_1p3C
apos incubacdo com diferentes concentracdes de mucina dispersas em meios com valores de
pH 1,2 e 6,8.

As dispersGes de mucina nos valores de pH 1,2 e 6,8, que simulam o pH gastrico e
entérico, apresentaram potencial zeta médio de +2,47 e -21,25 mV, respectivamente. Em
valores de pH superiores ao seu pKa (2,6), os grupamentos sialicos das moléculas de mucina
apresentam-se carregados negativamente devido a ionizacdo. Em contrapartida, em pH inferior
ao seu valor de pKa, 0s grupamentos encontram-se protonados, apresentando carga residual

positiva.
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Figura 40. Influéncia da adicdo de solucdes de mucina no potencial zeta das nanocapsulas
contendo CPT.

Em pH 1,2 observou-se que a adigdo de mucina na concentragdo de 100 pug.mL alterou
de forma significativa os valores potencial zeta, das nanocéapsulas F2_3,6 1a3C e
F2_3,6_1p3C, promovendo a reversdo de cargas de -28 mV e -19 mV para +10 mV e +8 mV,
respectivamente (Figura 40). Essa alteracdo significativa indica que houve a adsorcdo de

mucina na superficie das NCs, governada principalmente por interagdes eletrostaticas. Com o
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aumento da concentragdo de mucina para 200 e 300 pg.mL™ observou-se novamente inversio
de carga, para valores na faixa de -7,0 mV a-9,0 mV.

No valor de pH 1,2 as moléculas de mucina apresentam carga superficial positiva, porém
muito préxima a neutralidade (+2,47 mV). Quando ha um excesso de mucina no meio, como
nas concentracbes de 200 e 300 pg.mL"1, devem ocorrer interacdes entre as moléculas de
mucina, as quais ndo se repelem eletrostaticamente, formando agregados. Quando esses
agregados de mucina entram em contato com as NCs, as interagdes supramoleculares com a
superficie das NCs devem ser dificultadas, considerando que podem ocorrer mudancgas na
conformacdo da mucina, tornando seus sitios menos disponiveis para interagdo. No entanto, a
adsorcdo desses agregados deve ocorrer, porém de forma heterogénea, mantendo alguns sitios
ionizados livres na superficie das NCs, resultando no potencial zeta negativo observado (Figura
40).

Ja com a adi¢do de mucina em pH 6,8 em todas as concentracdes houve a manutencao
dos valores potencial zeta negativo das NCs. Apesar da mudanga menos significativa, deve-se
considerar que o potencial zeta da mucina encontra-se altamente negativo neste valor de pH,
justificando a menor alteracdo observada na Figura 40. Neste valor de pH, a interacdo
eletrostatica entre a mucina e a superficie das NCs, ambas com valores de potencial zeta
negativos, nao é favorecida, porém os grupamentos carboxila presentes nos polimeros aniénicos
do revestimento, podem formar ligagdes de hidrogénio com as moléculas de mucina, além da
possibilidade da formacdo de interacdes hidrofébicas, permitindo o processo de adsorcdo,
observado pelas varia¢fes na densidade de carga negativa das particulas (Figura 40).

Os resultados indicam maior interacdo com a mucina em meio acido. Para contornar este
comportamento, as NCs serdo microencapsuladas nos sistemas matriciais pH responsivos, 0s
quais devem prevenir sua liberacdo prematura no meio gastrico. Por outro lado, a indicacéo da
menor interacdo das NCs com a mucina em pH 6,8, pode ser um atributo favoravel, ja que além
de interagir com 0 muco da regido entérica as NCs devem permear essa camada que reveste 0
epitélio intestinal ou a massa tumoral. Dessa forma, a menor mucoadesividade em pH 6,8 pode
ser um atributo favoravel que possibilita a retencéo do sistema no muco, permitindo, ainda, a
mucopenetracdo, o que pode favorecer a interacdo do sistema com as células tumorais para a

internalizag&o e/ou liberagéo local do farmaco.
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5.8.5. Avaliagdo da atividade antiangiogénica da CPT utilizando membrana
corioalantoica de galinha (CAM)

O modelo da membrana corioalontdica de ovo de galinha (CAM, do inglés
ChorioAllantoic Membrane) tem sido amplamente utilizado para simular a avaliacdo da
angiogénese de diversos tipos de neoplasias como o0 CC (SUBAUSTE et al., 2009). Em relacdo
a outros testes de performance bioldgica in vivo, a CAM é relativamente simples, reprodutivel
e de baixo custo.

A CPT apresenta comprovada atividade antitumoral, no entanto, sua a¢do antiangiogénica
é pouco estudada. Considerando a complexa terapia do CC, a co-administracdo de farmacos
que atuem em diferentes vias, inibindo a progressdo tumoral, é uma estratégia vantajosa.

Além disso, os polissacarideos utilizados na composicéo das NCs podem atuar de formas
diferentes, como angiogénicos ou antiangiogénicos.

Neste estudo, a primeira etapa foi avaliar a morfologia e padrao dos vasos da CAM, apds
a aplicacdo das amostras. As imagens in ovo obtidas apds a incubacdo com as diferentes

amostras estdo apresentadas na Figura 41.
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Figura 41. Imagens in ovo 48 horas apds aplicacdo das amostras.
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A partir da analise qualitativa das imagens, verificou-se diferentes comportamento apds
a aplicacdo das amostras. Para as NCs sem CPT (F2_3,6_1p3 e F2_3,6_1a3), ndo houve
mudancas significativas do padrdo ou estrutura dos vasos, em relacdo ao grupo controle —
DMEM (Figura 41). Ja para a CPT livre foi possivel observar uma reducdo expressiva do
namero de vasos, confirmando a a¢do antiangiogénica do farmaco.

Quando a CPT foi encapsulada nas NCs (F2_3,6_1p3CeF2_3,6_1a3C), observou-se uma
modificacdo no padrdo da rede de vasos da CAM, poréem diferentemente do farmaco livre, a
reducdo da quantidade de vasos e alteragdo morfoldgica foi concentrada na regido da aplicacéo
da formulacéo (local destacado pelos circulos na Figura 41).

Quando o farmaco livre foi administrado na CAM, possivelmente se espalhou por toda a
superficie agindo em toda a rede vascular, como pode ser observado na Figura 41. No caso das
NCs, provavelmente devido a propriedade bioadesiva, ao aplica-las na CAM, as particulas
devem ter aderido na regido resultando na liberacdo e acdo localizada da CPT. O
comportamento de muco/bioadesdo é um atributo favoravel ao desempenho do sistema.
Considerando que o design das NCs foi racionalizado para possibilitar o direcionamento do
sistema para a regido/massa tumoral no colon, a adesdo na regido e acdo localizada da CPT
veiculada nas particulas (F2_3,6 1a3C e F2 3,6 1p3C) é vantajosa, Vvisto que a mesma
concentracdo de farmaco, quando livre, atuou sobre toda a rede de vasos sanguineos da CAM,
ou seja, no paciente poderia agir na vascularizagdo de uma extensa regido do intestino, incluindo
regides saudaveis, resultando em efeitos adversos prejudiciais.

Para uma analise quantitativa dos dados, realizou-se a contagem do numero de vasos a

partir das imagens ex ovo. Os resultados estdo apresentados na Figura 42.

As NCs sem farmaco (F2_3,6_1a3 e F2_3,6_1p3) apresentaram resultado de numero de
vasos semelhante ao do grupo controle, ou seja, apenas a plataforma ndo apresentou efeito
angiogénico ou antiangiogénico.

Em contrapartida, uma reducdo expressiva do nimero de vasos foi observada para o
farmaco livre (Figura 42), corroborando com o resultado da analise qualitativa. As NCs
contendo farmaco (F2_3,6_1a3C e F2_3,6_1p3C) também induziram a reducdo no nimero de

vasos, de forma semelhante ao farmaco livre (Figura 42).



110

60 1

a a,b
50 4
@ 40 A ab
(72}
[}
>
S 30 - c ¢
o
[ c
£
2 20 - 1 [
10 +
0 T T
< 2 ) (@} %) (@)
& & SN SR
S 0o” © Y7 007

Figura 42. Andlise quantitativa do numero de vasos apés a aplicacdo das amostras e
incubacdo por 48 horas. *letras iguais representam similaridade.

Os resultados demonstram que mesmo com a encapsulacdo da CPT, a atividade
antiangiogénica foi mantida. Adicionalmente, de acordo com os resultados da analise
qualitativa, o efeito de reducdo e morfologia da vascularizacdo foi concentrado na regido de
aplicacdo, evidenciando que a incorporacdo da CPT nas NCs desenvolvidas parece ser uma
estratégia vantajosa para o tratamento local do tumor col6nico, com potencial tanto para a
aplicacdo como tratamento principal quanto em combinagdo com o tratamento convencional,

resultando em maior efetividade terapéutica.

5.9. Desenvolvimento das microparticulas contendo as nanocapsulas com CPT

As NCs carregadas com CPT e funcionalizadas com QS+AH ou QS+AH+HP foram
incorporadas as dispersdes poliméricas selecionadas e, as misturas foram gotejadas na solucdo
resfriada de Ca?* seguindo 0 mesmo procedimento descrito no item 4.2.2.

As dispersdes de GG:P contendo as NCs apresentaram-se menos viscosas, dificultando
0 gotejamento e a manutencao da forma esférica da gota ao entrar em contato com o agente
reticulante.  Diferentemente, as dispersdes de GG:AR apresentaram maior viscosidade
aparente, o que conferiu uma maior resisténcia da gota a deformacdo durante o processo de
gotejamento e, portanto, a obtencao de particulas de forma mais regular e esférica.

As amostras obtidas foram denominadas como GA ou GP (de acordo com sua
composicao polimérica sendo GA=GG:AR e GP=GG:P), seguido das letras A ou P (A: para 0s

carreadores revestido com QS+AH e P: para os revestidos com QS+AH+HP). O rendimento de
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ambas as MCs foi elevado, variando de 81,3 a 93,4% (Tabela 20), sendo as particulas baseadas
em GG:AR as que apresentaram o maior rendimento.

Apds a obtencdo, a morfologia de superficie e da parte interna das microparticulas foram
analisadas por microscopia e as imagens estdo apresentadas na Figura 43. E possivel observar
nas fotomicrografias a diferenca na esfericidade das MCs obtidas a partir das dispersdes de
GG:P e GG:AR, as quais apresentam forma irregular e esférica, respectivamente. Para a GAA
e GAP, no aumento de 80 vezes, é possivel observar uma superficie regular, com certa
rugosidade, sem a presenca de poros e/ou fissuras (Figura 43-A e B). Em contrapartida, para as
GPA e GPP, observa-se uma superficie mais irregular e rugosa, com algumas areas de retracao
na matriz, além da presenca de ranhuras (Figura 43-C e D).

Figura 43. Fotomicrografias da superficie (aumentos de 80 e 5.000 vezes) e estrutura interna
(aumentos de 80 e 20.000 vezes) das MCs A: GAP, B:GAA,; C: GPA e D: GPP.

As fotomicrografias da estrutura interna (Figura 43) da GAA, GAP e GPA demonstram
a formacdo de uma matriz porosa, j& as imagens da GPP evidenciaram a formacdo de uma
estrutura matricial mais compacta e coesa, com a presenga de poucos poros. Para todas as

amostras no aumento de 20.000 vezes, foi possivel observar internamente estruturas esféricas
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em escala nanomeétrica, caracteristico das NCs (setas em vermelho), indicando sua incorporacao
na matriz. Nas microparticulas de GG:AR, as NCs encontram-se concentradas em algumas
regibes da matriz (Figura 43- A e B), enquanto que de GG:P as nanoestruturas parecem

incorporadas por toda a matriz polimérica, de forma homogénea (Figura 43- C e D).

5.9.1. Avaliagéo do diametro, circularidade e valor de span das MCs
Para uma analise comparativa entre as amostras obtidas, fotomicrografias foram

compiladas na Figura 44. As imagens corroboram os resultados observados, em que as
particulas GAA e GAP apresentam maior esfericidade. Em contrapartida, as obtidas a partir da

dispersdo GG:P (GPA e GPP) sdo irregulares, apresentando formado oblongo.

Figura 44. Fotomicrografia das A: GAA; B: GAP; C: GPA e D: GPP (aumento de 50 vezes).

A média e o desvio padrdo dos diametros do circulo equivalente das MCs foram
calculados, e de acordo com os dados da Tabela 21, todas as MCs apresentaram diametro médio
inferior a 1000 pum, com valores variando de 756 a 921 pm.

Tabela 21. Diametro, circularidade, valor de span e rendimento das MCs (n=100, média £

DP).

Amostra Diametro (um) Circularidade Indice SPAN Ren((zlc:/rsento
GAA 920+135 0,97+0,03 0,29 88,9
GAP 915+66 0,97+0,04 0,30 93,4
GPA 756165 0,84+0,02 0,40 81,3
GPP 921+112 0,89+0,02 0,33 88,2

As MCs baseadas em GG:AR apresentaram maiores didmetros, com a incorporacgdo das
NCs contendo CPT e funcionalizadas tanto com QS+AH quanto com QS+AH+HP.

Comparando-se os valores obtidos com os das microparticulas vazias (item 5.2.2), é possivel
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concluir que houve uma redugdo significativa, de até 687 um, no didmetro médio das particulas
com a incorporagao das NCs.

Devido a presenca de varios grupamentos ionizados na superficie das NCs
(caracterizados pelo potencial zeta negativo, Tabela 19), provenientes do revestimento com AH
ou AH+HP, os ions Ca?* devem ter atuado criando pontos adicionais de interacdo entre as
nanoestruturas e as cadeias poliméricas de GG:P ou GG:AR, originando uma matriz com maior

grau de reticulacdo e estrutura mais compacta, resultando em particulas menores (Figura 45).
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Figura 45. Representacdo esquematica da estrutura das microparticulas a: vazia e b: contendo
as NCs.

Em relagédo a forma, as MCs apresentaram elevada circularidade, sendo as GAA e GAP,
baseadas em GG:AR, as que apresentaram os maiores valores, de aproximadamente 0,97,
evidenciando a forma mais esférica dessas particulas. Os valores de circularidade observados
apos a incorporacdo das NCs foram superiores aos observados para as microparticulas vazias
(0,76 a 0,77, Tabela 10). A microencapsulacdo das NCs contendo CPT, resultou na formacéo
de particulas com faixa mais ampla de distribuicdo de tamanho, demonstrada pelos valores
superiores do valor de span, na faixa de 0,29 a 0,40, em relacdo a 0,27 a 0,29 para as
microparticulas vazias (Tabela 21 e Tabela 11). Apesar do aumento do valor de span, os valores
mantiveram-se abaixo de 0,5. Pequenas varia¢fes na altura de gotejamento, na presséo exercida
sobre 0 émbolo da seringa e na velocidade de gotejamento podem ocasionar variagdo no
tamanho das particulas, além disso, a carga de nanocdpsulas em cada microparticula pode
variar, influenciando tanto no volume quanto na reticulagdo da matriz, e consequentemente, na

homogeneidade de tamanho.
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5.9.2. Avaliagdo da eficiéncia de incorporacdo das NCs nas microparticulas
De acordo com a Tabela 22 a eficiéncia de incorporacdo (%EI) das NCs contendo CPT

nas microparticulas variou de 16,4 a 56,2%.

Tabela 22. Eficiéncia de incorporacdo das NCs contendo CPT nas microparticulas.

Amostra El (%) +DP
GAA 34,4 £3,5
GAP 16,4+2,8
GPA 56,2 2,4
GPP 29,3+ 3,1

Avaliando-se os resultados é possivel afirmar que a composi¢do das microparticulas
influenciou de forma significativa a eficiéncia de incorporagdo das NCs, sendo as compostas
por GG:P as que apresentaram maior E1% (29,3 a 56,2%) (p<0,05). O Ca?" deve promover a
interacdo eletrostatica entre os grupamentos ionizados dos polimeros de revestimento (AH e
HP) das NCs e os grupamentos carboxilicos dos polimeros GG:P ou GG:AR, que compde a
matriz da microparticula (Figura 45). Comparando-se a densidade de carga da P e do AR, a P
apresenta maior nimero de grupamentos carboxilato e, portanto, maior nimero de sitios para
ligac&o idnica com o Ca?* e com as NCs, incorporando mais eficientemente as nanoestruturas
na matriz. Diferentemente, a menor disponibilidade de grupamentos ionizaveis no AR deve
desfavorecer a interagdo i6nica com as nanocépsulas e o Ca?* e, consequentemente, seu
aprisionamento efetivo na matriz. Provavelmente, nessa matriz, a incorporacdo deve ocorrer
majoritariamente por interacdes fisicas, em que as NCs ficam aprisionadas na malha polimérica
de GG:AR, discussdo que corrobora com o apresentado no item 5.9.1 e com as fotomicrografias
da Figura 40. Dessa forma, provavelmente nas microparticulas GAA e GAP as NCs,
majoritariamente retidas por interagdes fisicas na malha polimérica de estrutura mais
expandida, em comparagdo com a malha da GG:P, devem difundir mais facilmente para o meio
reticulante, resultando na menor %EI (16,4 a 34,4%, Tabela 22).

Além da composicdo das microparticulas, a composicao das NCs tambem influenciou
de forma significativa a %EI. Para as NCs com QS+AH, a porcentagem de incorporagéo foi
duas vezes maior do que para contendo QS+AH+HP (p<0,05) (Tabela 22).

Como apresentado na Tabela 18, a F2_3,6 _1a3C (QS+AH) apresentou potencial zeta de -28,3
mV e a F2 3,6 1p3C (QS+AH+HP) de -17,8 mV, ou seja, cargas superficiais
significativamente diferentes, devido as caracteristicas dos materiais de revestimento. Nesse

sentido, a maior densidade de carga observada para a F2_3,6_1a3C deve facilitar a formagéo
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de um maior nimero de pontos de interac@es eletrostaticas com os ions célcio e os carboxilatos
das cadeias poliméricas, retendo mais fortemente as NCs na malha. Como resultado, observa-

se a maior %EI para as microparticulas GAA e GPA.

5.10. Estudo da mucoadesividade das MCs

5.10.1. Avaliacao da mucoadesividade utilizando a técnica “wash off”
A mucosa intestinal € composta por uma barreira epitelial, pela lamina propria e pela

musculatura lisa, apresentando o muco como revestimento externo, voltado ao lumen. A
camada epitelial varia em composicdo celular, de acordo com a porcéo da regido entérica que
pertence, bem como na distribuicdo dos polissacarideos conjugados ao glicocélix, gerando
rugosidades superficiais caracteristicas de cada tecido. Da mesma forma, 0 muco que reveste
essas diferentes mucosas também difere em concentracdo de mucina, espessura e pH. Todos
esses fatores devem interferir diretamente no processo de mucoadesdo (SOSNIK; DAS
NEVES; SARMENTO, 2014).

O teste ex vivo teve como objetivo mimetizar as condi¢cdes em que o sistema sera exposto,
avaliando a capacidade das MCs de aderirem ao muco que reveste o epitélio do intestino

delgado e célon. Os resultados estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Resultado do ensaio ex vivo de mucoadesdo das MCs.

Intestino delgado Célon
Amostra : -
Particulas aderidas (%) Particulas aderidas (%)
GAA 100 100
GAP 80 60
GPA 100 100
GPP 80 80

As amostras GAA e GPA, que continham as NCs revestidas com QS+AH permaneceram
100% aderidas tanto ao intestino delgado quanto ao célon. Para as microparticulas GAP e GPP,
que continham as NCs revestidas com QS+AH+HP, a porcentagem de adeséo variou de 60 a
80% (Tabela 23). Essa variacdo, pode ser resultante de modifica¢Ges estruturais que ocorreram
com a incorporagdo dessas NCS & matriz polimérica e reticulagdo, principalmente a nivel

superficial, que devem ter dificultado a interagéo/interpenetracdo das cadeias com o muco.
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De forma geral, considerando a condigédo forcada a que o sistema foi exposto (angulacéo
e fluxo de meio sobre o tecido), os valores observados evidenciam o elevado potencial

mucoadesivo das MCs desenvolvidas.

5.10.2. Avaliacdo da mucoadesividade in vitro em texturométro
A capacidade mucoadesiva das MCs foi também avaliada por meio da medida da forga

necessaria para destacar as particulas (FMax), mantidas em contato com discos de mucina,
utilizados para mimetizar o substrato biolégico. O ensaio foi conduzido com os discos de
mucina umedecidos com HCI 0,IN (pH 1,2) ou tampao fosfato (pH 6,8), mimetizando as
caracteristicas da mucina nos meios gastrico e entérico, respectivamente.

A forca maxima de mucoadesdo (FMax, N) das MCs foi elevada, variando de 0,471 a
0,641 NempH 1,2 ede 0,521 a 1,510 N em pH 6,8 (Figura 46).

A partir da Figura 46 é possivel observar uma tendéncia das MCs em aderirem mais

fortemente aos discos de mucina umedecidos com tampéao fosfato (pH 6,8).
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Figura 46. Forca maxima de mucoadesdo (FMax) das MCs.

Szekalska e co-autores (2017) em trabalho com microparticulas para veiculacdo de
metformina, baseadas em quitosana e alginato, polimeros com capacidade mucoadesiva
conhecida, realizaram estudo de mucoadesividade simulando o meio gastrico com discos de
mucina imersos em HCI (pH 1,2). Como resultado, observaram valores de FMax entre 0,6 € 0,8

N, valores proximos aos observados no nosso estudo.
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Ribeiro e co-autores (2016) obtiveram filmes de triacetato de celulose para o revestimento
de microparticulas de GG e, avaliaram sua capacidade mucoadesiva utilizando discos de
mucina hidratados com tampao fosfato (pH 6,8). Os filmes apresentaram elevados valores de
FMax, entre 5,9 e 6,9 N. Considerando que o triacetato de celulose € um polimero que contém
grupamentos acetila e hidroxila, a interagdo com a mucina deve ocorrer via ligagdes de
hidrogénio e de Van der Waals, reforcando que diversos tipos de interagdes, ndo apenas as
eletrostéaticas, entdo envolvidas na consolidacéo do processo de mucoadesao.

Comparando-se os resultados com os do item 5.5, os valores de FMax obtidos com o
disco de mucina foram superiores aos utilizando mucosa intestinal suina (FMax média de 0,2
N). Além da possibilidade das mudancas estruturais que ocorreram nas microparticulas com a
incorporacdo das NCs, deve-se considerar que a porcentagem de mucina presente no muco
intestinal varia de 0,2 a 0,5 % (m/v) e, a mucina é o principal componente do muco responsavel
por estabelecer interagfes com os sistemas para o estabelecimento do processo de adesdo. Nesse
ensaio os discos eram compostos por 100% de mucina e, portanto, esperava-se que ocorresse
maior numero de interacdes, de elevada intensidade com esse substrato, em comparagdo ao

tecido intestinal suino, impondo maior resisténcia ao destacamento.

5.11. Avaliacdo da liberacdo da CPT utilizando modelo estatico para simulacdo da
digestédo (INFOGEST)

O ensaio de digestdo in vitro foi realizado para analisar a influéncia de um meio
complexo, de grande biorrelevancia, contendo eletrdlitos, enzimas e sair biliares na matriz das
microparticulas, processo que impacta diretamente na liberacdo das NCs e consequentemente
da CPT.

O ensaio foi conduzido por 2 horas em meio gastrico simulado (Tabela 3). Nesse periodo,

as particulas apresentaram liberaram de 66 a 80 % da CPT (Figura 47).
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Figura 47. Perfil de liberacdo da CPT a partir do ensaio de digestdo “in vitro” e imagem das
MPs apds 0 processo.

De acordo com a Figura 47, é possivel observar que no primeiro tempo de coleta do meio
gastrico simulado (60 minutos), as particulas liberaram de 59 a 70 % do farmaco. Esse
comportamento indica que as enzimas ou eletrolitos presentes no meio complexo promoveram
maior grau de erosdo da matriz, resultando na formagdo de um grande nimero de poros e/ou
canaliculos na estrutura, alem de favorecer o relaxamento da malha reticulada. Tais fendbmenos
facilitam a difusdo de liquido para o interior da matriz, bem como a liberacdo da CPT para o
meio.

Entre as amostras é possivel observar para a GPP e GPA (ambas obtidas a partir da
dispersdo de GG:P) um plat6 de liberacdo da CPT no meio gastrico entre 60 e 120 minutos,
com valores de 60,9 e 70,2% em 60 minutos e 66,4 a 71,6 % apds 120 minutos (Figura 47).
Esse comportamento pode indicar uma tendéncia dessa matriz polimérica em controlar de forma
mais eficiente a liberacdo em meio gastrico, comparado a mistura GG:AR.

As imagens das MCs ap0s o ensaio de digestdo, apresentadas na Figura 47, evidenciam a
ocorréncia da erosdo de forma uniforme por toda a extensdo da matriz, com a formacéo de

poros, canaliculos e depressdes em toda a estrutura. Deve-se considerar ainda, que a
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incorporacgdo das NCs na matriz das MPs pode ter promovido um rearranjo estrutural que tornou
mais facil o acesso das enzimas a rede polimérica, em comparagdo com as MPs vazias.

Deve-se considerar que os sistemas multiparticulados com diametro inferior a 2 mm
(2000 pum), de modo geral, apresentam comportamento semelhante a um liquido, com tempo
de trénsito pelo TGI reduzido, alcangando tempo médio de retencdo na regido géastrica de
aproximadamente trinta minutos (NEWTON, 2010). Portanto, as condi¢des do presente ensaio
foram forcadas, considerando que dificilmente o sistema permaneceria por 120 minutos no
estdmago, sofrendo menor a acdo enzimatica e do pH &cido, o que favoreceria a reducéo da
liberagdo do farmaco no estdmago.

Djoullah e co-autores (2020) observaram resultado semelhante com microparticulas
contendo riboflavina. Os autores descreveram a liberacéo de 60 % da riboflavina em meio acido
contendo pepsina. No meio de mesmo valor de pH, porém sem enzima, a liberacdo foi de
aproximadamente 20 %, demostrando a influéncia das enzimas no processo de liberagcdo do
farmaco (DJOULLAH; SAUREL, 2021).

Com atroca de pH do meio e adi¢do da enzima pancreatina e dos sais biliares, a liberacédo
da CPT continuou ocorrendo de forma crescente, com as MPs GAA, GAP e GPP liberando
praticamente 100 % do farmaco em 60 minutos de ensaio nesse meio. A particula GPA liberou
100 % do farmaco apenas ap6s 120 minutos em meio entérico simulado.

Adicionalmente, a interpretacdo quantitativa ads curvas de liberacdo foi realizada,
utilizando equacdes que traduzem matematicamente o perfil obtido em funcdo de parametros
relacionados a forma farmacéutica.

De acordo com o valor do coeficiente de correlagéo (r2), o modelo que apresentou melhor
correlagdo com os dados de liberagcdo CPT a partir das MPs GAA, GAP e GPP foi o de
Korsmeyer — Peppas, enquanto que para a GPA foi o modelo de Weibull que melhor se

correlacionou com os dados de liberacdo (Tabela 24).

Tabela 24. Coeficiente de correlacdo e parametros dos modelos matematicos de liberagéo da
CPT.

Modelos
Amostras Korsmeyer — Peppas Weibull
R? K n R? b
GAA - - - 0,9998 0,6701
GAP 0,9947 12,21 0,3901 - -
GPA 0,9877 24,12 0,2429 - -

GPP 0,9830 3,976 0,6208 - -
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O modelo de Korsmeyer—Peppas é baseado na Lei das Poténcias e relaciona
exponencialmente a liberacdo do farmaco com o tempo. A constante k é dependente de
caracteristicas do sistema e do farmaco, representando a velocidade que ocorre a liberagéo. Ja
0 expoente de liberacdo n, indica 0 mecanismo de transporte do farmaco em funcdo do tempo
(BRUSCHI, 2015).

Para as particulas GAP, GPA e GPP o valor de K indica que a taxa de liberacdo da GPP
é significativamente menor comparada a GAP e GPA, da mesma forma para essas amostras o
valor do expoente n indica que a liberacdo do farmaco é controlada concomitantemente pelas
taxas de relaxamento das cadeias poliméricas que forma a matriz da microparticula e a as taxas
de difusdo do farmaco por essa estrutura intumescida. Ja paraa GAP e GPA, o valor de n< 0,43
indica que a liberacdo da CPT dessas particulas é a governada pelo mecanismo de difusédo
Fickiana. Ou seja, a taxa de transporte ou difusdo do solvente pela superficie da matriz é muito
mais rapida do que o processo de relaxamento da cadeia polimérica, formando um gradiente de
hidratacdo em que a superficie da particula torna-se muito hidratada e intumescida e o interior
menos, dificultando a liberacdo do farmaco do interior da particula (BRUSCHI, 2015).

Para a amostra GAA , o valor de b<0,75 indica que a liberacdo da CPT nessa particula
foi governada também pela difusdo Fickiana (PERMANADEWI et al., 2019). Da mesma forma,
a composicao e estruturacdo dessa particula resultou em dificuldade da difusdo dos meios para
o0 interior da matriz e consequentemente do farmaco para 0 meio externo, controlando a
liberacdo da CPT. De acordo com a imagem apresentada na Figura 47, a GAA foi a particula

que aparentemente sofreu menor grau de erosdo durante o teste.

6. CONCLUSOES

Apesar dos importantes avancos na area da tecnologia farmacéutica, particularmente no
desenvolvimento de novos sistemas micro e nanoestruturados para a liberacdo vetorizada de
farmacos, o sucesso no direcionamento de farmacos para a mucosa intestinal ainda impde
grandes desafios devido a complexidade das barreiras anatomo-fisioldgicas a serem superadas
até que o farmaco atinja o local de acéo.

Nesse contexto, a liberacdo e acao seletiva do farmaco nas células tumorais do célon, a
partir da administracdo oral, representam um cenario particularmente desafiador.

No presente estudo, uma plataforma multifuncional inovadora para a liberagdo colon-
especifica da CPT e agdo vetorizada nas células tumorais foi desenvolvida como estratégia para
a acao mais seletiva e especifica desse farmaco nas células tumorais, visando uma alternativa

potencial para o tratamento local do cancer col6nico pela via oral.
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Devido as propriedades do farmaco e as propriedades pretendidas ao sistema, a
plataforma proposta baseou-se no desenvolvimento de sistema complexo, envolvendo a
compartimentalizacdo da CPT em nanocapsulas (NCs) multi-revestidas com diferentes
polimeros, e a microencapsulacdo das NCs em blendas poliméricas.

Os diferentes materiais e abordagens tecnoldgicas foram explorados para conferir ao
sistema atributos criticos para o objetivo pretendido, como a protecdo contra a liberacdo
prematura nas porcdes superiores do TGI, favorecendo a liberagdo no colon, bem como a
mucoadesividade. A superexpressao dos receptores CD44 na superficie das células tumorais foi
explorada como alvo para a interacdo especifica do farmaco com essas células, permitindo que
a CPT atue na inibicéo da progressdo tumoral, principalmente pela via antiangiogénica.

Os materiais e tecnologias explorados nesse estudo permitiram a obtencdo de NCs com
elevados teores de CPT e propriedades fisico-quimicas desejaveis. A modificacdo da superficie
das NCs com diferentes polimeros permitiu a modulacéo da permeabilidade da CPT, sendo que
a variacdo da composicdo do revestimento multi-camadas mostrou-se uma ferramenta
tecnoldgica promissora para a modulacdo da permeabilidade do farmaco, a fim de favorecer a
acao local.

A nanoencapsulacdo do farmaco ndo afetou a atividade antiangiogénica da CPT, e de
acordo com o modelo da CAM, a acéo mais localizada na regido de aplicacdo foi observada, o
que pode ser um atributo favoravel a reducéo do efeito nos tecidos saudaveis adjacentes ao
tumor.

O estudo de liberacdo in vitro indicou que as microcapsulas selecionadas como
carreadoras das NCs ndo promoveram o efetivo controle das taxas de liberacdo em meio &cido,
indicando a necessidade pela busca por estratégias tecnoldgicas adicionais para se atingir esse
objetivo. No entanto, é importante considerar o pioneirismo desse estudo na utilizacdo do
modelo estatico para simulacdo da digestdo (INFOGEST), o qual é tradicionalmente empregado
para a avaliacdo de digestdo de alimentos, no estudo de liberagdo do farmaco, explorando meios
com elevada complexidade e biorrelevancia (pH, enzimas, ions e sais biliares), o qual pode
agregar importantes avangos na compreensdo dos efeitos dessas varidveis fisioldgicas no

processo de liberagéo.
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