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RESUMO

O diabetes mellitus é uma doenca cronica nao transmissivel que afeta cerca de 463
milhGes de pessoas no mundo. A doenca é classificada em diabetes mellitus tipo 1 (DMT1),
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) e diabetes gestacional, sendo o DMT2 o mais frequente na
populacdo, totalizando cerca de 90% dos casos. Dentre os medicamentos utilizados para o
tratamento do DMT2 pode-se citar a liraglutida (LGT), utilizada para controlar a glicemia pelo
aumento da secrecao de insulina pelo pancreas, sendo comercializado na forma de caneta para
aplicacdo subcutanea. Por ser um peptideo, o farmaco, na forma livre, ndo pode ser utilizado
por via oral, devido a degradacdo no trato gastrointestinal. Uma das estratégias utilizadas para
proteger e melhorar a biodisponibilidade oral de farmacos é o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas (Nps). A quitosana (QS) é um polimero natural amplamente
utilizado na obtencdo de nanoparticulas devido as suas caracteristicas, como mucoadeséo,
biocompatibilidade e ndo toxicidade. Neste trabalho foram desenvolvidas Nps de QS contendo
LGT, através do método de gelificacdo ibnica utilizando o tripolifosfato de sédio (TPP) como
agente reticulante, como alternativa para admnistracdo oral do farmaco. As Nps apresentaram
diametro médio de 323,9+31,0 nm, indice de polidispersao de 0,453+0,025 e potencial zeta de
+23,4+2,6 mV, bem como 24% de eficiéncia de encapsulacdo. A microscopia eletrénica
mostrou a forma esférica das particulas, com algumas irregularidades e aglomeragdes, sendo
caracteristica das Nps de QS. As caracterizagdes fisico-quimicas (espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, difracdo de raios X, analise termogravimétrica e
calorimetria exploratoria diferencial) mostraram a interacdo QS-TPP-LGT apl6s a
nanoencapsulacdo e a amorfizagdo da LGT nas Nps. No estudo de estabilidade foi observado
qgue as Nps armazenadas sob refrigeracdo apresentaram-se estaveis durante um periodo de
aproximadamente 42 dias, principalmente perante a avaliacdo dos parametros diametro médio
e teor de farmaco, ja as Nps acondicionadas em temperatura ambiente permaneceram estaveis
durante 30 dias. Os resultados obtidos no ensaio de liberacéo in vitro demonstraram que ap6s
102h cerca de 34,7% de LGT foi liberada através de processo anémalo, sendo parte por difusdo
e parte por erosdo, sendo o modelo de Baker-Lonsdale o que mais se ajustou para a cinética de
liberacdo. O ensaio de mucoadesao in vitro revelou a elevada capacidade mucoadesiva das Nps
de QS, com o aumento de didmetro médio e inversdo de cargas, passando de positiva para
negativa, apos contato com diferentes solu¢cdes de mucina. Diante disso, é possivel afirmar que
o0 sistema nanoestruturado foi desenvolvido com éxito e apresenta resultados promissores para
posteriores trabalhos, podendo ser uma alternativa para aplicacdo de farmacos por via oral.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Liraglutida. Nanoparticulas poliméricas. Sistema de
liberagéo controlada. Sistemas mucoadesivos.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic non-transmissible disease that affects about 463 million
people worldwide. The disease is classified into type 1 diabetes mellitus (T1IDM), type 2
diabetes mellitus (T2DM), and gestational diabetes, with T2DM being the most frequent in the
population, accounting for about 90% of cases. Among the drugs used for the treatment of
T2DM is liraglutide (LGT), used to control blood glucose by increasing the secretion of insulin
by the pancreas, and is marketed in the form of a pen for subcutaneous application. Because it
iIs a peptide, the drug, in free form, cannot be used orally, due to degradation in the
gastrointestinal tract. One of the strategies used to protect and improve the oral bioavailability
of drugs is the development of polymeric nanoparticles (Nps). Chitosan (CS) is a natural
polymer widely used to obtain nanoparticles due to its characteristics, such as mucoadhesion,
biocompatibility and non-toxicity. In this work, CS Nps containing LGT were developed by
ionic gelation method using sodium tripolyphosphate (TPP) as a cross-linking agent, as an
alternative for oral administration of the drug. The Nps showed a mean diameter of 323.9 nm,
polydispersity index of 0.453 and zeta potential of +23.4 mV, as well as 24% encapsulation
efficiency. Electron microscopy showed the spherical shape of the particles, with some
irregularities and agglomerations, being characteristic of CS Nps. The physicochemical
characterizations  (Fourier  transform infrared  spectroscopy, x-ray diffraction,
thermogravimetric analysis and differential scanning calorimetry) showed the CS-TPP-LGT
interaction after nanoencapsulation and the amorphization of LGT in the Nps. In the stability
study, it was observed that the Nps stored under refrigeration were stable for approximately 42
days, especially when evaluating the parameters mean diameter and drug content, while the
Nps stored at room temperature remained stable for 30 days. The results obtained in the in vitro
release assay showed that after 102h about 34,7% of LGT was released through an anomalous
process, being part by diffusion and part by erosion, being the Baker-Lonsdale model the best
fit for the release kinetics. The in vitro mucoadhesion assay revealed the high mucoadhesive
capacity of CS Nps, with an increasing mean diameter and charge inversion from positive to
negative, after contact with different mucin solutions. Therefore, it is possible to state that the
nanostructured system was successfully developed and presents promising results for further
work, which can be an alternative for oral drug application.

Keywords: Controlled release system. Diabetes mellitus. Liraglutide. Mucoahesive systems.
Polymeric nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

O diabetes é uma das enfermidades que mais acomete a populacdo mundial, onde essa,
juntamente com o cancer, doencas cardiovasculares e outras doencas cronicas nao
transmissiveis, sdo apontadas como responsaveis por mais de 70% das mortes no mundo,
segundo estudo divulgado pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, sigla em inglés) no ano
de 2019 (World Health Organization — WHO,, 2019).

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, sigla em inglés), o diabetes é uma
doenca metabdlica crbnica, caracterizada pela elevacdo dos niveis de glicose na corrente
sanguinea, que com o passar do tempo pode promover sérios danos aos olhos, rins, nervos,
vasos sanguineos e ao coracao. A doenca € causada quando o pancreas apresenta dificuldades
na producdo ou ndo faz uso adequado do hormdnio insulina (RODBARD et al, 2007; PERRY,
2011). A insulina é produzida pelo pancreas para que a glicose dos alimentos ingeridos possa
migrar da corrente sanguinea para as células, para ser transformada em energia, onde a ma
distribuicdo ou falta do horménio acarreta uma alta quantidade de glicose no corpo
(International Diabetes Federation — IDF, 2019).

O diabetes pode ser classificado de trés maneiras, sendo diabetes tipo 1, que ocorre em
criancas e adolescentes; diabetes tipo 2, mais comum em adultos, representando cerca de 90%
de casos de diabetes no mundo; e diabetes gestacional, ocorrente em mulheres durante a
gravidez (WHODb, 2019). Para o tratamento do diabetes tipo 1 é indicado o uso de injecdo direta
de insulina nos tecidos subcutaneos do paciente. Para o diabetes tipo 2 o tratamento pode-se
iniciar por um melhor habito alimentar e exercicios fisicos regulares, mas havendo agravamento
do estado clinico o paciente podera fazer uso de medicamentos para o controle ou reposi¢édo de
insulina (Sociedade Brasileira de Diabetes - SDB, 2017).

Levando-se em conta que parte dos tratamentos medicamentosos para hiperglicemia
sdo injetaveis, nos ultimos anos houve um aumento no numero de pesquisas para O
desenvolvimento de farmacos para o tratamento da doenga via administracdo oral, seja por sua
praticidade ou pela maior aceitacdo entre pacientes (ZHANG et al, 2013; YAN et al, 2020).
Um dos medicamentos em estudo é a liraglutida (LGT), indicado para o tratamento de
hiperglicemia, controle de peso e reducdo de doencas cardiovasculares (DRUCKER,
DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; FOOD AND DRUG ADMNISTRATION - FDA, 2010).
A LGT é um medicamento injetavel, sendo um analogo ao horménio Glucagon-like-peptide-1
(GLP-1), onde esse estimula a liberacdo da insulina pelas células p do pancreas (DRUCKER,
DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; NEUMILLER et al, 2010; Perry, 2011).
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Dentre as pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos para administracdo oral,
como a LGT, houve um grande progresso na elaboracdo de nanoparticulas carreadoras de
farmacos. A utilizacdo dessa técnica permite a resolucdo de problemas enfrentados na
administracdo de medicamentos, como por exemplo 0 melhoramento de absorcdo do farmaco
pelas membranas do trato gastroinstestinal, impedimento da degradagéo devido a acidez do
ambiente géstrico, prolongamento do tempo de permanéncia e controle da liberacdo no
organismo (ZHANG et al, 2013; YAN et al, 2020). Existe uma grande variedade de sistemas
nanoestruturados para o uso no setor farmacéutico, destacando os lipossomas, nanoemulsoes,
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), nanoparticulas poliméricas, dentre outros (SINGH,
LILLARD, 2009; FRANCO, 2013; ZHANG et al., 2013).

Para o preparo de nanoparticulas poliméricas diversos polimeros podem ser utilizados,
sejam eles sintéticos ou naturais. Dentre os materiais poliméricos naturais destaca-se a
quitosana, apresentando grandes vantagens, por sua biocompatibilidade, mucoadesé&o,
capacidade de protecdo de farmacos da degradacdo no trato gastrointestinal, permeabilidade e
principalmente por ndo apresentar toxicidade (BALDRICK, 2010; TAVARES, 2011).

Uma das técnicas utilizadas para a obtencdo das nanoparticulas de quitosana € a
geleificacdo ionotrépica, ou ibnica, sendo um método simples, requerendo pouco tempo e
possuindo boa eficiéncia (CALVO et al, 1997; WEI et al, 2020). O método consiste
basicamente na interacdo dos grupamentos aminos da quitosana, apresentados em forma
cationica (NHs™), com um composto que apresente grupos com carga negativa, como 0
tripolifosfato de sodio (TPP), ou um polianion, como os alginatos (TAVARES, 2011;
LACERDA et al, 2016; CHIESA et al, 2019). O uso de surfactantes biodegradaveis e atdxicos,
como o Polisorbato 80, conhecido também como Tween 80, pode trazer beneficios para a
formulacdo, como a diminuicdo do diametro médio e indice de polidisperséo, ou ainda aumentar
a solubilidade das nanoparticulas contendo farmacos (CAKdR, ICYER, TORNUK, 2020;
FAHMY et al, 2020).

De encontro ao que foi descrito anteriormente, 0 objetivo desse trabalho foi a
elaboracdo de nanoparticulas de quitosana para atuarem como carreadoras de liraglutida,

podendo ser uma alternativa no uso do medicamento por via oral.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIABETES

Uma pessoa pode ser considerada portadora de diabetes quando apresenta valores de
referéncia acima de 126 mg/dL (glicose/sangue), em jejum. Fora do jejum os valores de
referéncia mudam para acima de 200 mg/dL, como mostra a tabela 1 (Sociedade Brasileira de
Diabetes — SBD, 2019; American Diabetes Association — ADA, 2021).

TABELA 1 -VALORES DIAGNOSTICOS DOS EXAMES LABORATORIAIS PARA DIABETES, EM

mg/dL.

Teste Normal Pré-diabetes Diabetes

Glicemia de jejum <100 100 — 125 > 126

2h ap6s 75 g de <140 140 — 199 >200

glicose

Glicemia casual - - > 200, com
sintomas de
glicemia

FONTE: Adaptado de American Diabetes Association (2019).

Algumas instituicdes, como a American Diabetes Association (ADA, sigla em inglés)
classifica a diabetes em trés categorias gerais, sendo elas:
- Diabetes tipo 1 (DMT1): Também conhecida como diabetes juvenil, pois ocorre com mais
frequéncia em criancas e adolescentes, onde 0 pancreas produz uma quantidade muito pequena
ou nenhuma insulina, devido a destrui¢do autoimune das células B, fazendo com que as pessoas
necessitem fazer uso de injecdes diarias de insulina para poderem regular os niveis de glicose
no sangue.
- Diabetes tipo 2 (DMT2): Mais comum em adultos, onde essa € responsavel por cerca de 90%
de todos os casos de diabetes no mundo. E caracterizado pela perda progressiva da produgéo de
insulina, se tornando insuficiente para o organismo. O paciente pode encontrar tratamento em
um estilo de vida mais saudavel, com melhor alimentacdo e exercicios fisicos regulares, mas
com o passar do tempo podera haver necessidade de medicamentos para o controle da glicose

na corrente sangu inea.
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- Diabetes gestacional (DMG): Diabetes ocorrente em mulheres durante a gravidez.
Normalmente o diabetes desaparece ap0s a gravidez, no entanto, tanto a mae como os filhos
apresentam maior propensdo em desenvolver o diabetes tipo 2 (WHO, 2019; ADA, 2021).

Segundo informacdes apresentadas no Atlas de Diabetes 2019, da IDF, em nivel
mundial existem cerca de 463,0 milhdes de pessoas portadoras de diabetes, onde a China ocupa
o primeiro lugar no ranking, sequida da India e Estados Unidos, como mostrado na figura 1.

FIGURA 1 - PAISES COM MAIOR POPULAGAO PORTADORA DE DIABETES.

3°- EUA 4° - Paquistao 1° - China
31,0 milhées 19,4 milhbes 116,4 milhées

2° - India
77,0 milhdes

5° - Brasil
16,8 milhdes

FONTE: Adaptado de International Diabetes Federation — IDF (2019).

O Brasil ocupa a quinta posi¢cdo no ranking mundial de portadores de DMT2, em
pessoas com idade entre 20 a 79 anos, totalizando cerca de 16,8 milhdes de pessoas. Em relacdo
ao DMT1, ocorrente em pessoas com idade entre 0 e 19 anos, 0 mesmo estudo demonstrou que
0 Brasil apresenta cerca de 95.800 pessoas portadoras da doenca, ficando em terceiro lugar em
nivel mundial, atrés somente dos Estados Unidos e india (IDF, 2019). Segundo um
levantamento feito pelo Ministério da Satude em 2018, cerca de 7,7% da populacdo brasileira
possuia diagnostico de diabetes, mostrando um aumento de 40% quando comparado ao ano de
2006, onde apresentava uma porcentagem de 5,5% da populacdo (MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

Apds o diagndstico correto da doenga é preciso iniciar o tratamento adequado. Para o
DMT1 indica-se o uso frequente de insulina, onde essa € injetada nos tecidos subcutaneos do

paciente, normalmente nas areas da barriga ou coxas (REICHELT et al, 2011). Parao DMT2 o
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tratamento pode-se iniciar por um melhor habito alimentar e exercicios fisicos regulares, mas

havendo agravamento da condicdo de diabetes o paciente pode precisar fazer uso de

medicamentos para o controle ou reposicéo de insulina. (SBD, 2017).

Os medicamentos antidiabéticos para o tratamento do DMT2, segundo as diretrizes da

SDB 2019, séo classificados em quatro categorias:

e Os que aumentam a secrecdo de insulina, conhecidos como hipoglicemiantes. (Ex:
Clorpropamida, Glibenclamida);

e Os que ndo aumentam a secrecdo de insulina, conhecidos como anti-hiperglicemiantes.
(Ex: Metformina, Pioglitazona)

e Os que aumentam a secrecdo de insulina de forma dependente de glicose, além de
promover a supressao do glucagon. (Ex: Exenatida, Liraglutida)

e Os que promovem glicosUria, que ndo apresentam relacdo com a secre¢do de insulina. (EX:
Dapagliflozina, Empagliflozona).

Para a escolha adequada do medicamento para o tratamento do DMT2 é necessario a
avaliacdo de alguns parametros, como o estado do paciente em relacdo as suas comorbidades,
os valores das glicemias em jejum e p6s-prandial, peso e idade do paciente, possiveis interacdes
com outros medicamentos utilizados pelo diabético, reacdes adversas e contraindicacdes, custo

do medicamento e preferéncia do tipo de uso pelo paciente (SDB, 2019).

2.2 LIRAGLUTIDA

A liraglutida (LGT) é um medicamento injetavel aprovado pela Food and Drugs
Administration (FDA) em 2010, utilizado no tratamento do DMT2 e redugdo do risco de
doencas cardiovasculares, sendo um analogo ao horménio Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1),
possuindo 97% de semelhanca em sua cadeia de aminoacidos, havendo na LGT uma
substituicdo da lisina por uma arginina na posi¢do 34 e adi¢do de um &cido graxo C-16 (acido
palmitico) com um espacador de &cido glutdmico no residuo restante de lisina na posicéo 26
(DRUCKER, DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; NEUMILLER etal., 2010; PERRY, 2011).
A figura 2 mostra uma representacdo das moléculas do GLP-1 e da LGT. O GLP-1 é um
horménio natural humano produzido pelas células L intestinais, que é liberado ap6s a ingestao
de alimentos, induzindo a secregdo da insulina pelas células B do pancreas. (DRUCKER,

DRITSELIS, KIRKPATRICK, 2010; LORENZ, EVERS, WAGNER, 2013).
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FIGURA 2 - REPRESENTAGAO DAS ESTRUTURAS MOLECULARES DA LIRAGLUTIDA E GLP-1
HUMANO.
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FONTE: O autor, via Biorender (2021).

Quando ha uma elevada taxa de glicose no sangue, ao ser aplicada, a LGT se liga ao
hormdnio GLP-1 do organismo humano, fazendo com que as células B do pancreas liberem
insulina, induzindo o figado a absorver a glicose e armazenando em forma de glicogénio,
baixando o nivel de glicemia (PERRY, 2011). Um dos maiores problemas ao tentar utilizar o
horménio GLP-1 natural como agente terapéutico € sua curta meia vida, de aproximadamente
2 minutos, devido a uma rapida degradacéo pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4).

A adi¢do do acido palmitico e substituicdo dos aminoéacidos nas moléculas de LGT faz
com que haja um prolongamento na absorc¢éo do deposito subcutaneo e ainda ha ligacdo com a
albumina, tornando a LGT resistente a degradacdo pela DPP-4, fazendo com que a LGT
apresente acdo prolongada, com meia vida entre 11 e 15 horas, tornando sua liberacédo lenta no
organismo e ainda que sua eliminacdo seja reduzida (DRUCKER, DRITSELIS,
KIRKPATRICK, 2010; DRUGBANK, 2019; KNUDSEN, LAU, 2019).

A LGT é conhecida por apresentar acdo glicose-dependente, onde a secrecdo de
insulina, pela agdo do farmaco, s6 acontece quando ha altas taxas de glicose no sangue, sendo
essa caracteristica muito importante, pois diminui o risco de hipoglicemia nos pacientes
(JACOBSEN et al, 2015).

Em 2014 a liraglutida foi aprovada pelo FDA para o tratamento de obesidade, no
controle e diminuicdo de peso. Segundo estudo feito por Halawi e colaboradores (2019)

evidenciou-se que o medicamento tem acéo na regido do hipotalamo e tronco cerebral, ativando
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0 receptor GLP-1Rs, promovendo a saciedade no individuo, fazendo com que haja a menor
ingestdo de alimentos e ainda diminuindo a velocidade de esvaziamento gastrico, induzindo a
perda de peso.

No ano de 2019 o medicamento foi aprovado pela FDA para o tratamento de DMT2
em pacientes pediatricos a partir dos 10 anos de idade, sendo o primeiro medicamento n&o-
insulino liberado para uso pediatrico (FDA, 2019).

No Brasil a LGT comecou a ser comercializada pelo nome de Victoza (Liraglutida até
1,8 mg), depois da aprovacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA em
2011, para o tratamento do DMT2. Em 2016 iniciou-se a venda do medicamento pelo nome de
Saxenda (Liraglutida 3 mg), como auxiliar no controle de peso. Também em 2019 foi aprovado
a LGT para o tratamento de DMT2 para criangas e adolescentes acima de 10 anos de idade
(NOVO NORDISK, 2018; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA -
ANVISA, 2019).

O medicamento vendido pelo nome de Victoza é comercializado em forma de solucéo
injetavel de 6,0 mg.mL™, em sistema de aplicagdo multidose, preenchido com 3 mL cada
sistema. Alguns excipientes séo utilizados na solucédo, sendo eles o fosfato de sddio dibasico
di-hidratado, propilenoglicol, fenol, hidroxido de sddio e &cido cloridrico para ajuste de pH e
agua para injetaveis (NOVO NORDISK, 2018).

2.3 NANOCIENCIAS E NANOTECNOLOGIA

Apesar dos termos nanotecnologia e nanociéncias terem ganhado maior
reconhecimento nas Ultimas décadas, desde a antiguidade a humanidade faz uso dessa
tecnologia, sem nem mesmo saber (TOMA, 2009; NANO.GOV - National Nanotechnology
Initiative, 2019). Pode-se citar como exemplo a taca de Lycurgus, confeccionada pelos romanos
por volta do século 4 d.C., onde usou-se nanoparticulas de ouro e cobre no vidro, permitindo
que uma coloracdo verde aparega quando se ilumina do lado de fora e uma cor vermelha seja
observada quando ha iluminag&o no interior da taca (NANO.GOV - National Nanotechnology
Initiative, 2019). Mas a ideia inicial de nanotecnologia se estabeleceu de fato no ano de 1959,
quando o fisico Richard P. Feynman, considerado o “pai” da nanotecnologia, ministrou uma
palestra intitulada “There’s Plenty of Room at the Bottom”, ou em traducdo livre para o
portugués, “Ha imenso espago no fundo”, no encontro da Sociedade Americana de Fisica, onde

ele elucidou as possibilidades de usar a tecnologia para a construcdo de nano-objetos, fazendo
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isso atomo por atomo, molécula por molécula (TOMA, 2009; SCHULZ, 2018). O termo
“nanotecnologia”, como conhecemos hoje, foi atribuido pelo professor Norio Taniguchi, em
1974, para descrever materiais dentro das dimensdes da escala nanomeétrica (ALVES, 2004;
TOMA, 2009).

Muitos outros acontecimentos contribuiram para o atual entendimento de nano, prefixo
vindo do grego que significa ando, empregando o termo no sistema metrico se referindo ao
nandmetro (nm), que se trata da bilionésima parte do metro, ou seja, 10° metros (ALVES,
2004).

A nanociéncia é o estudo dos principios fundamentais de moléculas e estruturas e o
conhecimento de técnicas para a aplicacdo da nanotecnologia, € tem um amplo campo de
atuacdo, como a biologia, quimica, fisica, computacdo, farméacia, medicina, entre outros
(ALVES, 2004). As estruturas formadas a partir das técnicas da nanociéncia sdo denominadas
nanoestruturas ou nanoparticulas, que apresentam caracteristicas e propriedades fisicas,
quimicas e até bioldgicas diferentes quando comparadas a micro e macroestruturas (ALVES,
2004; DASARI; ZHONG-ZHEN; YIU-WING, 2016). Na industria farmacéutica houve um
grande crescimento nas pesquisas e desenvolvimento de sistemas de entrega (delivery systems)
de farmacos, proteinas e DNA para a administracdo de medicamentos, possibilitando a
resolucéo de problemas de aceitabilidade pelo organismo, prolongamento de acdo e meia vida
de farmacos, aumentando a seguranca e comodidade de pacientes (SAHOO;
LABHASETWAR, 2003).

2.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Incorporado a classe de nanocarreadores conhecidos como sistemas transportadores
coloidais soélidos, temos as nanoparticulas poliméricas, tendo origem natural, sintética ou
semissintética. Sua aplicacdo farmacéutica ird depender de aspectos relacionados a
biocompatibilidade, versatilidade estrutural, biodegradacéo e principalmente baixa ou nenhuma
toxicidade ao organismo (TAVARES, 2011; RAMOS, 2018). O uso dessa categoria de
nanoparticulas exibem caracteristicas vantajosas, como a administracdo por diferentes vias,
facilidade de controle do tamanho da particula e das caracteristicas da superficie, adicdo de
ligantes especificos a superficie, facilitando assim o direcionamento de farmacos a sitios ativos,
podendo ser empregadas para o transporte de proteinas, peptideos e acidos nucléicos
(MOHANRAJ; CHEN, 2007; TAVARES, 2011).
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As nanoparticulas poliméricas podem se apresentar como nanoesferas ou
nanocépsulas. As nanoesferas normalmente apresentam tamanho entre 100 e 200 nm, possuindo
uma matriz sélida, podendo o farmaco se encontrar adsorvido em sua superficie, ou ainda pode
estar dissolvido, aprisionado ou ligado quimicamente. J& as hanocapsulas possuem dimensdes
entre 100 a 300 nm, onde os mondmeros poliméricos se encontram como membranas, mantendo
um nacleo de matriz liquida, e o farmaco pode se instalar tanto no nicleo como juntamente com
a membrana polimérica, o que é dependente dos constituintes formadores da nanocéapsula e
também da afinidade do farmaco (LETCHFORD; BURT, 2007; FRANCO, 2013).

Alguns dos polimeros aprovados pelo FDA sé&o bastante estudados para administracéo
em humanos, como o poli (&cido latico) (PLA), poli (acido glicolatico) (PLGA), poli (acril-
cianacrilato), gelatina e quitosana (BALDRICK, 2010; TAVARES, 2011). Essa classe de
polimeros é mais utilizada para o desenvolvimento das nanoparticulas por apresentarem maior
estabilidade, maior grau de pureza e maior reprodutibilidade, quando comparados a outros
polimeros (DALMOLIN, 2015).

2.5 QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo hidrofilico linear semelhante a celulose, obtida a
partir da reacdo de desacetilacdo parcial da quitina em meio alcalino, formado por monémeros
de glucosamina (2-amino-2-desoxi-d-glucose) e N-acetilglucosamina (2-acetamida-2-desoxi-
d-glucose), que sdo unidas por ligagdes glicosidicas f(1-4) (TAVARES, 2011; LACERDA et
al., 2016; CHIESA et al., 2019). A figura 3 mostra a representacdo da estrutura da quitosana,

apos a desacetilacdo ocorrida na molécula de quitina.

FIGURA 3 - IMAGEM ILUSTRATIVA DAS ESTRUTURAS MOLECULARES DE QUITINAE
QUITOSANA.

Desacetilagao

FONTE: O autor, via Chemsketch® (2021).
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A quitina pode ser extraida abundantemente de crustaceos, insetos e diferentes fungos.
Para a obtencdo da quitosana a partir da quitina é utilizado normalmente hidréxido de sodio
(NaOH) concentrado, para a eliminacdo do grupo acetil, deixando apenas 0 grupamento amino,
e para evitar algum tipo de reacdo indesejada, a desacetilacdo é realizada sob atmosfera de
nitrogénio ou com adigdo de borohidreto de sodio. O grau de desacetilacdo da quitosana é de
grande importancia, pois determina a quantidade de grupamento amino com carga positiva,
variando de 40 a 98%, podendo ainda promover modificacfes em suas propriedades quimicas,
fisicas e bioldgicas, o que ira influenciar em fatores como solubilidade, viscosidade, capacidade
de reticulacdo e grau de pureza, o que depende da fonte de quitina ou da forma de extracao e
preparacdo (TAVARES, 2011; LACERDA et al, 2016).

Considerada uma base fraca, a quitosana apresenta pKa entre 5,9 e 6,7, podendo ser
soltvel em solucdes de acidos fracos, como o acido acético e acido formico, e essa solubilidade
sO é possivel devido a protonacdo dos grupos amino (NH2), passando a se apresentar como
NHs", em solugdo com pH menor que 6,5 (TAVARES, 2011).

Diversos derivados da quitosana podem ser obtidos a partir de modificacdes ou adi¢des
de grupos funcionais em sua estrutura, como por exemplo a trimetil quitosana (TMC), a
carboximetil quitosana (CMCS) e a quitosana tiolada (AHMED et al, 2018).

Tal polimero vem recebendo destaque por sua grande aplicacdo em diversas areas,
como na industria alimenticia, agricultura, tratamento de aguas residuais e principamente no
campo farmacéutico e médico (BAO, LI, ZHANG, 2008). Varias caracteristicas favorecem o
uso da quitosana, como baixo custo, baixa toxicidade, biocompatibilidade, biodegrabilidade,
hidrofilicidade e atividade antimicrobriana. Ainda, por apresentar carga positiva ela €
extremamente mucoadesiva, pois devido a elevada densidade de cargas em solucdo &cida,
consegue estabelecer forte interacdo eletroestatica com o0s grupamentos negativos presentes na
mucina, 0 que a torna vantajosa quando se trata de desenvolvimento de nanoparticulas,
principalmente para administracdo oral, pois ha um maior tempo de agdo no organismo,
ocorrendo a liberacdo do farmaco de forma controlada (TAVARES, 2011; BENDER et al,
2012).

Outro motivo para 0 aumento no uso da quitosana em diferentes campos € devido a
sua capacidade de formar géis, granulos, filmes, fibras, membranas e particulas, podendo atuar
como carreador de varios compostos bioativos, tanto hidrofilicos quanto hidrofobicos, devido
as suas propriedades anfifilicas (ESMAEILI, ASGARI, 2015).

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados de quitosana, visando aplicagoes

terapéuticas, pode ser planejado para diversos tipos de administracdo, como parenteral, nasal,
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oftadlmica e oral, através de diferentes técnicas, dentre elas a secagem por atomizagdo (spray-
drying), emulsificacdo, coacervacao/precipitacdo e geleificacdo ionotrépica. A escolha do
método dependera do tamanho de particula desejada, estabilidade térmica e quimica do
farmaco, reprodutibilidade e principalmente da toxicidade (TAVARES, 2011; CHIESA et al,
2019).

A geleificacdo ionotropica, ou geleificacdo ibnica, € uma técnica simples, requer pouco
tempo, utiliza solventes nao toxicos e forma ligacdes eletroestaticas reversiveis, importante para
evitar algum efeito indesejavel. O método consiste na interacdo dos grupamentos amino da
quitosana, no estado catiénico (NHs"), com grupos negativos de moléculas como sulfato de
sodio, tripolifosfato de sédio (TPP), ou polianions, como &cido hialurénico, alginatos, sulfato
de condroitina, dentre outros, levando a formacdo espontanea de nanoparticulas (TAVARES,
2011; LACERDA et al., 2016; CHIESA et al., 2019).

A obtencdo de nanoparticulas de quitosana utilizando o TPP como reticulante
apresenta algumas vantagens, como baixa toxicidade, baixo custo e ndo apresenta restricdes de
manuseio e armazenamento (AJUN et al, 2009).

O uso da quitosana para obtencdo de nanoparticulas, por diferentes métodos, tem
ganhado cada vez mais espago para tentar superar as dificuldades enfrentadas por farmacos
proteicos ou polipeptidicos, devido a grande degradacdo no trato gastrointestinal, como por
exemplo nanoparticulas de quitosana e TPP para encapsulamento de albumina sérica bovina
(BSA) ou ainda nanoparticulas de quitosana e alginato de sddio para encapsular liraglutida
(LANG et al, 2020).

2.6 GELEIFICACAO IONOTROPICA

Ha alguns anos ja se vem estudando métodos para preparagdo de nanoparticulas que
utilizem polimeros biodegradaveis, como quitosana, gelatina e alginato de sodio. Com isso,
Calvo e coautores (1997) desenvolveram um método para desenvolvimento de nanoparticulas
por geleificacdo ionotropica. O método de geleificacdo ionotropica ou geleificacdo idnica
consiste necessariamente da interacdo eletroestatica entre um composto apresentando carga
positiva, como a quitosana, e um composto anidnico ou polianidnico, apresentando carga
negativa, como o tripolifosfato de soédio (TPP) ou o alginato de sodio, respectivamente. Na
obtencéo de nanoparticulas de quitosana com o TPP, utilizando esse método, 0s grupamentos

aminos da quitosana, na forma protonada (NHs"), interagem com os grupos fosfatos carregados
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negativamente, formando instantaneamente coacervados com tamanhos na faixa de nanémetros
(MOHANRAJ, CHEN, 2006; AHMADI et al, 2018; LOYEAU et al, 2021).

A técnica de geleificacdo ionotropica apresenta diversas vantagens, como 0 uso de
solugdes aquosas, sem a necessidade da utilizagcdo de solventes toxicos; controle no tamanho
das particulas a serem obtidas, conforme a variagdo de pardmetros como concentracao e pH do
precursor; e ainda se pode encapsular uma grande variedade de compostos (MA et al, 2020). A
variacdo do pH das solucdes de TPP e quitosana influencia diretamente a formacdo das
nanoparticulas. O TPP varia sua ionizacdo dependendo do pH, devido aos diferentes valores de
pKa (0,9, 1,9, 5,3 e 7,7), com isso, 0 grau de ionizacdo ira influenciar nos mecanismos de
geleificacdo, devido as diferencas de capacidade de reticulacdo nos diferentes valores pKa
(PATI, ADHIKARI, DHARA, 2011).

2.7 MUCOADESAO

Houve um grande aumento nos estudos para a producdo de farmacos a base de
peptideos e proteinas, devido a diversos fatores, como a alta poténcia e especificidade, mas boa
parte dos medicamentos ainda é administrada por via subcutanea, devido a baixa estabilidade e
biodisponibilidade. As pesquisas para desenvolvimento de alternativas para a entrega de
farmacos por rotas mais amigaveis e aceitas por pacientes, como a administracao oral, vem
crescendo cada vez mais. Com isso, 0 desenvolvimento de sistemas nanoestruturados com
propriedades mucoadesivas € muito importante para a administracdo oral, para 0 melhoramento
da biodisponibilidade de farmacos, prolongamento do tempo de residéncia intestinal e aumento
da adsorcdo (SURESH et al, 2013; CHENG et al, 2021).

O muco é uma barreira semipermeavel presente na maioria das superficies do corpo,
principalmente nos epitélios, trabalhando como uma camada de defesa para a maioria dos
patdgenos. Sua composi¢ao basica é agua (90 a 98%), sais (0,5 a 1,0%), proteinas (=0,5%) e
mucinas (0,2 a 5%) (WANG et al, 2020). As mucinas sao 0s principais componentes presentes
no muco, que s&o uma familia de proteinas altamente glicosadas (> 10° Da), que séo sintetizadas
por todas as células da mucosa e por algumas glandulas géstricas. A viscoelasticidade do muco
varia em funcdo de algumas propriedades da mucina, como por exemplo a repulséo
eletroestatica presente nessas proteinas, devido a alta carga superficial negativa em pH>2
(COLLADO-GONZALEZ, ESPINOSA, GOYCOOLEA, 2019; WANG et al, 2021). Existem
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diversas teorias que sdo utilizadas para explicar a interagdo da mucina com materiais que
apresentam propriedades adesivas, como por exemplo a teoria eletronica, que explica que a
mucoadesdo ocorre através da interacdo entre a carga negativa da mucina com materiais que
possuem carga superficial positiva (ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009; CARVALHO et
al, 2010).

Quando se trata de formulagOes para a administracdo de medicamentos via oral a
mucoadesividade é um fator bastante importante, pois sem a mucoadesdo as formulagdes ndo
conseguem resistir aos movimentos peristalticos, como também a lavagem por diversos tipos
de fluidos corporais, como os acidos do fluido gastrointestinal, resultando na perda dos sistemas
contendo os medicamentos (WANG et al, 2020).



28

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro nanoparticulas de quitosana/TPP para

carreamento de liraglutida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter nanoparticulas de quitosana-TPP pelo método de geleificacdo ionotropica.

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo da liraglutida nas nanoparticulas, pelo método
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

e (Caracterizar as nanoparticulas quanto as suas propriedades fisico-quimicas: didmetro
médio, indice de polidispersdo, potencial zeta, interacdo farmaco-polimero (FT-IR,
DRX, DSC/TG) e morfologia.

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas-liraglutida sob diferentes
temperaturas de armazenamento.

e Determinar o perfil de liberacdo da LGT, a cinética de liberacdo do sistema
nanoestruturado.

e Realizar ensaio de mucoadesao in vitro.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Reagentes

- Acetonitrila (Tedia®);

- Acido Acético — Grau HPLC (Vetec®);

- Acido Cloridrico (HCI) (Vetec®);

- Agua ultrapura (Sistema Milli-Q Gradiente Millipore®, 18,2 MQ/cm);
- Alcool etilico absoluto 99,8% (Tedia®);

- Cloreto de Potassio (KCI) (Biotec®);

- Cloreto de Sadio (NaCl) (Biotec®);

- Fosfato de Sddio Bibasico Heptahidratado (NazHPO4.7H.0) (Synth®);
- Fosfato de Sddio Monobasico Anidro (NaH2POa) (Vetec®);

- Hidrdxido de sédio (NaOH) (Biotec®);

- Liraglutida Injecdo 6mg/mL (Saxenda®);

- Mucina Tipo Il (Sigma-Aldrich®);

- Quitosana com grau de 75-85 % de desacetilacdo, baixa massa molar (Sigma -Aldrich®);
- Tripolifosfato de Sédio (TPP) 85% (Sigma-Aldrich®);

- Tween 80 U.S.P - (Synth®).

Equipamentos

- Agitador magnético SP-10009/S (SPLabor®);

- Analisador Termal Simultdneo STA 6000 (Perkin Elmer®);

- Balanga analitica M214A (Tecnal®);

- Banho ultratermostatizado SL-152 (Solab®);

- Células de difuséo tipo Franz MIXdrive 6 (2Mag®);

- Capela para exaustédo de gases (Lucademae);

- Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters®) acoplado a um detector de
arranjo de diodos (DAD) e coluna fase reversa C18 (250mm X 4,6mm) de tamanho de particula
5 um (Xterra Waters®);

- Difratdmetro de raios X - D2 PHASER (Bruker®);

- Equipamento para analise do potencial zeta - ZetaSizer ZS (Malvern®);

- Equipamento para medida do espalhamento dinamico da luz - Dynamic Light Scattering
(Brookhaven 90 Plus®);
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- Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) Frontier
(PerkinElmer®);

- Filtros de seringa PTFE — (Filtrilo®);

- Incubadora de bancada com agitacdo Orbital Q816M22 (Quimis®);

- Liofilizador Enterprise | (Terroni®);

- Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 pm e PTFE 0,45 um) (Millipore®);

- Microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) — (MIRA3 LM,
Tescan®);

- Pipetas monocanal (Labmate®);

- pHmetro portatil (Kasvi®);

- Sistema de ultrapurificacdo de agua (Milli-Q Gradiente Millipore®);

- Ultracentrifuga refrigerada - Z36HK1 (Hermle®).

4.2 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

Para o desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana com o TPP (Nps-QS-TPP) se
utilizou a metodologia descrita por Calvo et al (1997), com pequenas modificacdes,
principalmente na concentracdo de acido acético, onde no método original se utilizou 1% (v/v)
e nesse método se utilizou 2% (v/v). Inicialmente se preparou uma solucao estoque de QS 0,5%
(p/v) em solucéo de acido acético (HAc) 2% (v/v), mantida sob agitacdo magnética durante 24
horas e preparou-se também uma solucdo de TPP 0,5% (p/v) em agua ultrapura. Apds, ambas
as solucdes foram filtradas a vacuo, com posterior ajuste de pH igual a 4,0 para QS e igual a
5,5 para o TPP. Para a obtencao das Nps, Tween 80 foi adicionado a uma solucéo de HAc 2%,
com posterior acréscimo de solucdo estoque de QS 0,5%. Em seguida foi adicionada a solucédo
de TPP, gota a gota, com velocidade de 1 mL.min e sob agitagdo. Apds a adicdo do TPP,
manteve-se a suspensao em repouso por aproximadamente 45 minutos, onde em seguida as
solugdes foram acondicionadas em microtubos e levados a centrifugacao (15500 rpm, 20°C e
30 minutos). Posteriormente, o sobrenadante é retirado dos microtubos e armazenados para
posterior analise e o gel precipitado ¢ ressuspenso em 200uL de agua ultrapura. Inicialmente
foram obtidas apenas as Nps brancas (sem o farmaco), onde a partir do encontro de valores
adequados para tamanho de particula, IPD e P¢ é que foi adicionada a liraglutida (LGT). Para o
preparo das Nps carregadas (Nps-QS-TPP-LGT) a metodologia foi semelhante, iniciando com
a dissolucdo do Tween 80 em HAc 2%, seguido da adi¢do da LGT na solucdo. Apos, o

procedimento segue como descrito anteriormente, com acréscimo da QS e, por fim,
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gotejamento do TPP. Um esquema ilustrativo para a obtencdo das Nps-QS-TPP-LGT é
apresentado na figura 4.
A LGT utilizada foi retirada da caneta de aplicacdo subcutanea da Saxenda®, na

concentragéo de 0,6 mg.mL™.

FIGURA 4 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DA PREPARAGCAO DAS Nps-QS-TPP-LGT.

Repouso da suspensao

i —‘:. - por 45 minutos.
- TPP (pH=5,5) =
“ Agitacdo até adi¢do Ry |

| total do TPP

= s / QS (pH=4,0), :
< Tween 80, LGT |

Ressuspensao 200pL
H,0 ultrapura

Ultracentrifugacao
(15500 rpm, 20°C, 30 min)

FONTE: O Autor, via BioRender®, (2021).

4.3 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os ensaios para a quantificacdo de LGT foram realizados em um cromatografo liquido
modelo Alliance da Waters (€2695) utilizando um Detector de Arranjo de Diodos (DAD), de
acordo com metodologia desenvolvida, considerando os parametros estabelecidos pela
ANVISA (2003), ICH (2005) e INMETRO (2020), sob as condi¢bes cromatogréficas

apresentadas na tabela 2.
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TABELA 2 — CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA A QUANTIFICACAO DE LGT NAS Nps.

Fase Mével Fase Fluxo Volume  Temperatur Comprimento Tempo de
estacionaria de injecdo  ade coluna de onda corrida
HO*:ACN**  Coluna C18 1,0 20 pL 30°C 271 nm 6 min

(60:40 viv)  (250x4,6 mm) mL/min

FONTE: O Autor (2021)
*H,0 acidificada com acido férmico 0,5%.
**Acetonitrila

Os parametros avaliados para a validacdo foram linearidade, seletividade, limite de

deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatidao.

e Linearidade

A linearidade foi obtida através da construcdo de uma curva analitica a partir de
concentragdes de 5, 10, 20,30, 40, 50 e 60 pug.mL* de LGT, utilizando etanol como solvente,
que foram analisadas em triplicata. Os valores da area sob a curva serviram para o célculo da
equacao da reta e coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica, para poder avaliar a qualidade

da curva, onde o valor permitido para o r deve ser superior a 0,99.

e Seletividade

A seletividade € um parametro importante para verificar o analito na presenca de
outros componentes que possam estar presentes na formulagdo, por exemplo, impurezas,
componentes da matriz ou produtos de degradacéo.

Para avaliar o grau de interferéncia dos compostos utilizados na formulacgéo de preparo
das Nps na determinacdo da LGT, foram realizados testes com o sobrenadante obtido a partir
do preparo das Nps brancas. A partir do cromatograma obtido foi possivel a comparacdo com
0 cromatograma das Nps carregadas, analisando o tempo de retengéo e picos dos compostos.
Também para a analise de seletividade do método foi obtido o cromatograma de uma solucao
padrdo de 30 pg.mL* de LGT, o qual foi comparado com o cromatograma obtido a partir do
sobrenadante de Nps contendo LGT, avaliando os tempos de retencdo, como também os

espectros de UV-DAD do padrdo e da amostra.

e Limites de deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ)
A definicdo de LD é dada como sendo a menor concentragdo da amostra sendo

analisada que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Ja o LQ é a menor
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concentracdo da amostra que pode ser medida com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as
condigdes experimentais estabelecidas (ICH,2005).
Para se encontrar os valores de LD e LQ foram utilizadas as equac@es 1 e 2, a partir
dos dados fornecidos pela curva analitica construida para a determinacdo da linearidade.
LD=0¢/b x 3,3 (Eq.1) LQ= o/bx 10 (Eq.2)
Onde:
o= Desvio padrdo médio do intercepto com o eixo y;

b= Inclinacdo da curva analitica.

e Precisdo

A precisdo foi avaliada através de ensaios de repetibilidade (intra-corrida) e de
precisdo intermediaria (inter-corrida), por meio de analise de concentra¢fes conhecidas (10, 30
e 50 pg.mL1), que foram injetadas, em triplicata, durante trés dias. Os resultados encontrados

foram utilizados para calcular o desvio padrao relativo (DPR), utilizando a equacéo 3.

DPR%= DP/CMD x 100 (Eq.3)
Onde:
DP= Desvio padréo;

CMD= Concentracdo média determinada.

e Exatiddo

A exatiddo pode ser dita como sendo o grau de concordancia entre resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia apresentado como
sendo verdadeiro. O ensaio realizado para avaliar a exatiddo foi feito a partir das mesmas
concentragdes utilizadas na analise de precisdo (10, 30 e 50 pg.mL™?), com trés réplicas cada.
Os resultados foram expressos pela relagdo entre a concentragdo média determinada através dos
ensaios e a concentracdo tedrica correspondente, na forma de porcentagem de recuperacéo,

através da equacao 4.

%Recuperacdo= CME/ CT x 100 (Eq.4)
Onde:
CME-= Concentracdo media experimental;

CT= Concentracdo teorica.
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4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

4.4.1 Distribuicdo de tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta

O didmetro médio e indice de polidispersdo (IPD) das Nps foram determinados através
da técnica espectroscopica de correlagdo de fotons, conhecida também como Dynamic Light
Scattering (DLS), no equipamento Brookhaven 90 Plus. Para a analise, uma aliquota das Nps
foi diluida em &gua ultrapura na propor¢do de 1:100 (v/v), em cubeta de poliestireno e as
medidas foram realizadas com angulo de espalhamento de 90°, a 25°C e comprimento de onda
do laser de 660 nm. As leituras foram realizadas em triplicata, com corrida de um minuto cada.
A média final e desvio padrdo associados ao tamanho e IPD foram calculados a partir de analise
de trés amostras diferentes.

O potencial zeta (P¢) é determinado a partir da mobilidade eletroforética das
nanoparticulas em suspensdo, para determinacdo de suas cargas superficiais. As amostras
primeiramente foram diluidas em uma solucdo de KCI 1mM na proporcdo de 1:200 (v/v),
depois colocadas em uma célula capilar (DTS 1070) e acondicionadas no equipamento
ZetaSizer ZS, da Malvern, a 25°C e sob o potencial de 150 mV. As medidas foram realizadas
em triplicata, com célculo de média e desvio padrao.

4.4.2 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo

A quantificagdo da LGT encapsulada nas Nps foi realizada através de analise indireta
usando a metodologia por CLAE-DAD (Waters® Alliance), onde determinou-se a
concentracdo do farmaco ndo associado as Nps, a partir das condigbes cromatogréaficas
estabelecidas na validacdo, descrita no item 4.3. Apos centrifugagdo das Nps, o sobrenadante
foi recolhido e reservado, de onde foi retirada uma aliquota e diluida em etanol (1:2 v/v), com
posterior filtragdo em membrana de poro 0,22 um e injetada no sistema cromatografico. A
deteccdo foi realizada de acordo com a metodologia descrita na tabela 2.

A concentracdo de LGT contida nas Nps foi calculada a partir da diferenca entre a
quantidade de farmaco adicionado inicialmente no processo de preparo e a quantidade de LGT
livre presente no sobrenadante, apds centrifugacdo, que ndo é incorporado nas Nps, a partir da

seguinte equacgéo:
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%EE = LGT ir;ig’;"ailn;;aGlTlivre X 100 (Eq 5)

Onde, LGT inicial é a quantidade do farmaco adicionada inicialmente a formulacéo (0,6
mg) e LGT livre é a quantidade de farmaco néo incorporado nas Nps, que foi quantificado pelo

método analitico. Os valores de EE% foram expressos por média e desvio padrao.

4.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

A analise espectroscopica na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) dos componentes das Nps (LGT livre, TPP, QS e mistura fisica formada por QS e TPP em
p6 na proporc¢do 1:1), assim como também das Nps vazias e Nps carregadas, ambas liofilizadas,
onde foram obtidos os espectros a partir da varredura na faixa de 650 a 4000 cm™, por reflexdo

total atenuada (ATR), utilizando o espectrémetro FT-IR Frontier da PerkinEImer®.

4.4.4 Difracéo de raios X

As informacOes de cristalinidade dos materiais das Nps foram obtidas a partir do
difratdmetro D2 Phaser (Bruker®), utilizando radiagio Ka do Cu (A=1,5418 A), onde as
medidas foram realizadas em corrente de 10 mA e tensdo de 30 kV. As amostras foram dispostas
em um suporte de vidro e as medidas foram realizadas em angulo aberto de 26, entre 7 e 50°,
com velocidade de aquisicdo de 1°.min™.

A partir das medidas realizadas, foram obtidos os difratogramas referentes ao TPP, QS
e mistura fisica (QS e TPP em p0), os quais foram comparados com os resultados das analises

das Nps brancas e Nps carregadas com LGT, ambas liofilizadas.

4.4.5 Andlises térmicas

Para os estudos do comportamento térmico foram realizadas as analises de

termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) nas amostras (LGT, TPP,

QS, mistura fisica, Nps brancas e Nps carregadas), utilizando o analisador térmico simultaneo



36

da PerkinElmer® (STA-6000). Cerca de 4mg das amostras foram dispostas em cadinho de
platina sob atmosfera de N2, com vazdo de 100 mL.mint, em rampa de aquecimento controlado
de 30 a 800 °C e velocidade de 10 °C.min™.

4.4.6 Andlise Microscopica

As caracteristicas morfoldgicas da superficie das nanoparticulas brancas e carregadas
foram avaliadas em um microscopio eletronico de varredura com emissdo de campo (MEV-
FEG) com uma tensdo de aceleracdo de 30 kV. Para esta analise, uma gota das dispersdes das
nanoparticulas foi distribuida em um suporte metalico (stubs) e ap6s a secagem as amostras
foram metalizadas com ouro coloidal sob vacuo, para serem analisadas com ampliacdo entre
18,5 a 43,7 mil vezes.

4.5 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

Para avaliar a estabilidade das Nps em suspensdo foram utilizados 3 lotes de
formulacGes contendo LGT, os quais foram submetidos a diferentes condigdes de
armazenamento: temperatura ambiente e sob refrigeracao (=8°C) durante um periodo de 65 dias.

A estabilidade das particulas foi avaliada a partir do monitoramento de certos
pardmetros como teor de farmaco liberado, tamanho de particula, IPD e P¢ ao longo do tempo
em relacéo ao tempo inicial. O teor de fArmaco liberado a partir das nanoparticulas foi avaliado
em um periodo de 7, 14, 30, 42 e 65 dias, pelo método de CLAE, a partir da leitura do
sobrenadante apos ultracentrifugacéo.

Os resultados obtidos para cada condicdo de armazenamento foram analisados e
comparados estatisticamente por ANOVA e pds-teste de Tukey para um intervalo de confianga
de 95%.
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4.6 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO

4.6.1 Ensaio do perfil de liberacéo in vitro

O ensaio de liberacéo in vitro foi realizado em triplicada utilizando sistema de células
verticais de difusdo do tipo Franz. Foi utilizada uma solucéo de tampé&o PBS (50mM, pH=7,4),
que foi mantida sob constante agitacdo, com velocidade de 300 rpm, e em temperatura de 37°C.

Amostras contendo aproximadamente 95 pg de LGT encapsulada foram depositadas
sobre membranas de nitrocelulose 0,45 um e em tempos pré-determinados (0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8,
12, 24, 48, 72, 96, 102h) uma aliquota do meio receptor (1 mL) foi coletada, e o volume foi
reposto com meio fresco. As amostras coletadas foram filtradas por membrana 0,22 um para
subsequente analise por CLAE de acordo com o método descrito no item 4.3, com o intuito de
quantificar a LGT liberada das Nps durante o estudo de liberacdo. A quantidade cumulativa da
LGT liberada das Nps foi calculada de acordo com a seguinte equacéo:

%Cumulativo = Qi/Qo x 100 (Eq.6)

Onde, Qi é a quantidade de LGT liberada no tempo (t), e Qo a quantidade inicial de
LGT presente nas nanoparticulas.
Com os resultados obtidos foi construida uma curva de percentual cumulativo de LGT

liberada em funcédo do tempo.

4.6.2 Cinética e mecanismo de liberacdo

Para a determinacdo do mecanismo de liberacdo da LGT a partir das Nps-QS-TPP-
LGT, os dados obtidos a partir da liberacio foram analisados pelo software KinetDS®, a partir
de diferentes modelos matematicos, sendo eles: Ordem zero, primeira ordem, segunda ordem,
terceira ordem, modelo de Higuchi, modelo de Weibull, modelo de Hixson-Crowell e modelo
de Baker-Lonsdale, além do célculo do expoente n de liberacdo segundo o modelo de
Korsmeyer-Peppas (RITGER; PEPPAS, 1987). As equagOes de cada modelo estdo dispostas na
tabela 3.
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TABELA 3 - MODELOS E EQUAGCOES PARA AS CINETICAS DE LIBERAGAO.

MODELO EQUACAO
Ordem zero Qr=Qo + kt
Primeira ordem Qr = Qoee
Segunda ordem 1/Qr = 1/Qo + kt
Terceira ordem 1/Qr? = 1/Qo? + kt
Higuchi Qr =K\t
Weibull Qr.100 = 1-exp[-(t)®/a]
Hixson-Crowell Qr3 = Qo' + kt
Baker-Lonsdale 3/2[1-(1-Qr)?®] — Qr = kt
Korsmeyer-Peppas Qr = kt"

FONTE: O autor (2021).

Onde, Qr é a quantidade de LGT liberada no tempo t; Qo é a quantidade inicial de
LGT; t € o tempo de retirada das aliquotas; k é a constante de velocidade de liberacdo; b é

parametro de forma; e n é expoente de liberacdo que indica 0 mecanismo que essa ocorre.

4.7 ESTUDO DE MUCOADESAO IN VITRO

Foram preparadas solucdes de mucina nas concentragdes 100, 250 e 500 puL.mL™* em
tampao fosfato 0,02 mol.L™? e pH= 6,8, onde, apos a adicdo de 20puL de Nps em 1 mL das
solugdes de mucina, as amostras foram levadas para agitacdo em shaker, por 60 minutos, em
70 rpm e 37°C. Os parametros didmetro médio, P e IPD foram avaliados antes e ap6s o contato
das Nps com diferentes concentracdes de solucBes de mucina, para avaliar a capacidade de

interacdo entre as Nps e a mucina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

Para a obtencdo das Nps-QS-TPP foi utilizado o método de geleificacdo ionica,
desenvolvido por Calvo e colaboradores em 1997. A técnica basicamente consiste na formacéo
das Nps a partir da interacdo entre os grupamentos aminos, na forma protonada, da QS e os
grupos de carga negativa do TPP. Um esquema ilustrativo da formacéo de Nps-QS-TPP est4
demonstrado na figura 5.

FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA FORMACAO DE Nps-QS-TPP, PELO METODO DE
GELEIFICACAO IONICA.

g _:"1: OH Quitosana
@ Tripolifosfato c|>’
—e- ro—t=o
e=me Quitosana

=0 Tripolifosfato
GEL FORMADO HO—P=0

OH

O H Quitosana

FONTE: O autor (2021).

Quando o reticulante é adicionado gota a gota ha formacdo de um nucleo primario,
que é a fonte de agregacdo das cadeias poliméricas da QS, se formando uma pequena
nanoparticula. Os sistemas formados nessa primeira etapa vdo se agregando através das
interacOes dos ions fosfatos, formando particulas maiores. A sequéncia de tal processo é o que
determina o tamanho final das nanoparticulas (BAKSI et al, 2018; ELIYAHU, AHARON,
BIANCO-PELED, 2018; PAN et al, 2020)

Para a obtencgé@o das Nps-QS-TPP foram feitos alguns ajustes a partir de formulacgdes
utilizadas anteriormente por membros do grupo de pesquisa, ateé se obter resultados de diametro
médio, IPD e P( adequados para administragéo oral, para entdo incorporar a LGT no processo.
Os parametros avaliados foram concentragdo de QS, TPP e tensoativo, velocidade de agitacéo
e tempo de repouso da suspensdo. A tabela 4 mostra alguns resultados obtidos através das

alteracdes feitas.
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TABELA 4 - OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS PARA A OBTENGCAO DAS Nps-QS-TPP.

Concentracdo QS Concentracédo Concentracao Velocidadede  Tempode  Diametro
%(p/v) TPP %(p/v) Tween 80 %(p/v) agitacao repouso (nm)
0,1 0,1 - 500 rpm 30 min 764,1
0,1 0,1 0,25 500 rpm 30 min 697,6
0,25 0,05 - 700 rpm 30 min 886,3
0,25 0,05 0,32 150 rpm 30 min 521,1
0,20 0,05 - 700 rpm 30 min 968,9
0,20 0,05 - 150 rpm 30 min 494,3
0,20 0,05 0,40 150 rpm 30 min 437,6
0,20 0,05 0,45 150 rpm 45 min 267,5
0,30 0,05 0,45 150 rpm 45 min 913,8
0,30 0,04 0,80 150 rpm 45 min 992,3
0,30 0,08 0,80 150 rpm 45 min 523,5

FONTE: O autor (2021).

Mesmo os componentes e o farmaco utilizados nas Nps apresentarem perfis
hidrofilicos, o uso do surfactante é importante, pois a agregacado entre as particulas é reduzida,
levando a obtencdo de nanoparticulas com diametros médios e IPD menores, como pode ser
observado na tabela anterior. Mas € necessario se fazer estudos preliminares, pois alguns
estudos mostram que o tamanho médio das nanoparticulas vai aumentando, conforme ha
aumento da concentracdo de Tween 80, podendo tal fendmeno estar relacionado ao aumento da
viscosidade da agua (CAKdR, ICYER, TORNUK, 2020).

A razdo massa:massa entre a QS e TPP é um fator de grande importancia, pois
determina, principalmente, o tamanho das particulas, onde ao se adicionar uma quantidade
muito grande de TPP a suspensdo de Nps se torna mais turva, formando particulas com
tamanhos maiores e grandes agregados (RAMPINO et al, 2013; SIDDHARDHA et al, 2020).
Outro fator que pode-se destacar € o tempo de repouso da solugdo, apds a adicdo do TPP. Em
outros trabalhos € normalmente observado que ndo ha essa etapa no desenvolvimento das Nps,
mas como demonstrado na tabela, ao se deixar a suspensdo em repouso por 45 minutos, séo
obtidos os menores tamanhos de particulas. Rampino e colaboradores (2013) explicam em seu
trabalho que acontece um rearranjo das cadeias poliméricas com o passar do tempo, buscando
uma maior estabilidade e favorecendo a formacao de particulas mais compactas.

A formulacéo escolhida como sendo ponto de partida para o desenvolvimento das Nps-
QS-TPP possui concentracdes de 0,20% (p/v) de QS, 0,05% (p/v) de TPP e 0,45% (p/v) de
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Tween 80, ainda, os volumes das solugdes de QS e TPP foram de 4 mL e 6,8 mL,
respectivamente, que haviam sido definidos anteriormente em outros estudos no laboratério.
Tal formulacdo resultou em Nps com didmetro médio, IPD e P¢ iniciais adequados para
administracdo oral, podendo assim ser incorporado a LGT e prosseguir com o desenvolvimento

dos trabalhos.

5.2 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Varios autores utilizam diferentes métodos para avaliar e quantificar a LGT em
diferentes matrizes, onde em muitos casos utilizam como fases méveis a agua e acetonitrila
acidificadas, com &cido trifluoracético ou acido formico (DONG et al, 2018; UHL et al, 2020;
CHENG et al, 2020). Parametros como tempo de corrida, fluxo de injecdo, comprimento de
onda utilizado para detec¢do e tempo de retencdo também variam entre os trabalhos, ficando
dificil de encontrar o0 método mais correto a seguir. Com isso, alguns testes foram realizados
com a LGT, para determinar os melhores parametros para a analise e quantificacao do farmaco.
A partir dos resultados obtidos, foi avaliado que o melhor seria utilizar como fase mdvel
acetonitrila (ACN) e agua ultrapura (H20) acidificada com é&cido férmico 0,5% (v/v), na
proporgdo 40:60 (v/v). O tempo de retencdo da LGT observado foi por volta de 4,72 minutos,
em fluxo de fase movel estabelecido em 1 mL.min%, entdo o tempo total de corrida foi definido
como 6 minutos. O comprimento de onda escolhido para a deteccdo e quantificacdo da LGT
por DAD foi de 271 nm, e a partir disso todas as analises seguintes foram realizadas nesse

comprimento de onda.

FIGURA 6 - CROMATOGRAMA OBTIDO EM 271 nm DE AMOSTRA PADRAO DE LGT (30pg.mL2) (A);
ESPECTRO UV-DAD NO TEMPO DE RETENCAO 4,72 MINUTOS (B).
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FONTE: O autor (2021).
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e Linearidade

A linearidade é um parametro muito importante, com finalidade de avaliar a
capacidade do método fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo. Para se
determinar a linearidade do método foi construida uma curva analitica com solugdes padréo de
LGT nas concentragdes 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pg.mL*. Obtendo-se os dados do experimento
de calibracdo (area do pico vs concentracdo) foi feito o ajuste de modelo linear pela aplicacao
do meétodo de regressdo linear, em nivel de 95% de confianca. Os resultados obtidos estéo

expressos na tabela 5.
TABELA 5 - DADOS DA ANALISE DE REGRESSAO LINEAR NO NIVEL DE 95% DE CONFIANGA.

Regressao Falta de ajuste
Equacao (Faixa
. r Fobservado™ Valor de p Fraj*™* Valor de p
Linear)
y =18925 + 0,999 14194,00 0,000 0,78 0,582
17058 x

*Feritico(0,05; 1,19)=4,35; **Feritico(0,05; 5,14=2,90

Ao se analisar a tabela anterior é possivel afirmar que o modelo linear do método é
adequado para se estabelecer a relacdo entre a area do pico cromatografico e a concentragéo,
onde o valor de Fregressao (14194,00) estd muito acima do F tabelado para o nivel de 95% de
confianca (4,35), sendo altamente significativo (p = 0,000). J& o valor de Fs; (0,78) se mostrou
ndo ser significativo no mesmo nivel de confianca.

Na figura 7 pode-se observar a reta da regressao linear obtida a partir da curva de
calibracdo da LGT, em nivel de confianca de 95%. Também estdo demonstrados os intervalos
de confianca (IC) e intervalos de predicdo (IP) no mesmo nivel de confianca. E possivel
verificar que a curva de calibracdo possui linearidade adequada dentro do método proposto,
sendo definida a seguinte equacdo da reta: area = 18925 + 17058 x concentracdo de LGT
(ug.mLY), garantindo a confiabilidade no uso da equacio para a quantificagdo do farmaco.

Ainda é possivel avaliar a qualidade da curva analitica a partir do valor do coeficiente
de correlacdo r obtido, o qual foi de 0,999, dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA
(2003) e ICH (2005), precisando ser r > 0,99. A variabilidade dos dados experimentais que pode
ser explicada pelo modelo linear é determinada pelo valor do coeficiente de determinagéo (R?),
onde nesse estudo foi obtido um valor de R? igual a 99,9%, o que sugere que somente 0,1% da

variabilidade dos dados pode ser explicada pelos residuos.
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FIGURA 7 - RETA DE REGRESSAO LINEAR, INTERVALOS DE PREDICAO (IP) E INTERVALOS DE
CONFIANCA (IC) PARA A CURVA DE CALIBRACAO DA LGT OBTIDA PELO METODO DE CLAE-
DAD.
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FONTE: O autor (2021).

e Seletividade
A seletividade do método para detectar e quantificar a LGT foi determinada a partir da

comparacgéo entre os tempos de retencéo e espectros UV-DAD de uma amostra padréo de LGT
(30 pg.mL™?) e o sobrenadante de Nps-QS-TPP-LGT, ambos detectados em 271 nm.

Como pode ser observado na figura 8C o cromatograma do padréo da LGT apresentou
um anico pico bem definido, com tempo de retencdo de 4,71 minutos. Tal tempo de retencédo
foi considerado adequado, sendo que houve a separacdo da amostra em um tempo relativamente
pequeno, permitindo ao método proposto utilizar pouco solvente e fazer analises em pouco
tempo. Para o sobrenadante de Nps carregadas (8A) é possivel observar um perfil semelhante
em seu cromatograma, apresentando o mesmo tempo de retengéo registrado para a amostra

padrdo, com a presenca também de um unico pico com grande definigéo.
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMA OBTIDO EM 271 NM (A) E ESPECTRO UV-DAD DO
SOBRENADANTE DE Nps CARREGADAS (B);,CROMATOGRAMA EM 271 nm (C) E ESPECTRO UV-
DAD DO PADRAO DE LGT 30 pg.mL(D).
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FONTE: O autor (2021).

Também foi analisada a capacidade do método em detectar a presenca da LGT diante
de outros compostos presentes na formulacdo das Nps, que possam ser interferentes no
momento da andlise. Foi realizada a comparacdo entre os cromatogramas obtidos de
sobrenadantes de Nps carregadas e de Nps brancas, onde, como demonstrado na figura 9, ndo
se observa nenhum pico no mesmo tempo de retencdo da LGT (4,71 min) na analise do
sobrenadante das Nps-QS-TPP.

A partir dos resultados obtidos, é possivel afirmar que o0 método proposto apresentou

seletividade adequada para a analise de LGT nos sobrenadantes de Nps desenvolvidas.

FIGURA 9 - CROMATOGRAMA OBTIDO A PARTIR DO SOBRENADANTE DE Nps BRANCAS (A) E
SOBRENADANTE DE Nps CARREGADAS, INDICANDO A PRESENGA DA LGT (B).
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FONTE: O autor (2021).
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e Limites de deteccédo (LD) e quantificagéo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram estudados, a fim de avaliar se o
método proposto poderia identificar a presenga de baixas concentragbes de LGT no
sobrenadante das Nps. A partir dos dados obtidos na equacéo da reta e utilizando as equagdes
1 e 2 do item 3.3 obteve-se 0,91 pg.mL* e 3,03 pg.mL* para LD e LQ, respectivamente. Os
valores de LD e LQ estdo relativamente proximos a concentracdes encontradas na literatura,
como o estudo realizado por Pedaprolu e colaboradores (2017) que encontraram LD e LQ com
valores iguais a 0,64 pg.mL? e 1,94 pug.mL™, respectivamente, utilizando um método

cromatografico semelhante.

e Precisao

O estudo da precisdo do método é muito importante, pois representa os erros relativos
as medidas, onde esses sao representados como DPR%. A precisdo do método foi verificada a
partir da analise de repetibilidade (intra-corrida), no mesmo dia, e a precisdo intermediaria
(inter-corrida), durante trés dias consecutivos. Os resultados das analises de precisdo estdo

apresentados na tabela 6.
TABELA 6 - RESULTADOS DE PRECISAO INTRA E INTER-CORRIDA.
PRECISAO INTRA-CORRIDA

Concentracéo tedrica Meéedia da concentracdo medida DPR (%)
(ng.mL™) (ug.mL*) £ DP
10 9,7+0,2 2,02
30 28,2+0,4 1,33
50 48,4+0,5 0,97

PRECISAO INTER-CORRIDA
Concentracdo  1°dia (ug.mL?1) 2°dia (ug.mL?) 3°dia (ug.mL?) DPR (%)

teorica +DP +DP + DP
(Hg.mL™)
10 9,8+0,4 94+0,1 9,4+£0,5 3,49
30 28,7+0,9 28,7+0,5 28,2+0,3 1,98
50 49,3 +0,6 48,6 £ 0,7 48,2 +0,4° 1,16

FONTE: O autor (2021).
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Como € possivel observar todos os valores de DPR estdo dentro do exigido pela
literatura, como ANVISA (2003) e ICH (2005) que preconiza como limite maximo de 5%. O
maior valor de DPR encontrado foi de 3,49%, correspondente a analise inter-corrida da amostra
padrdo de LGT na concentracio de 10 pug.mL™, mas ainda é considerado um valor apropriado
(<5%). Portanto, considera-se que o método CLAE-DAD proposto apresenta precisdo adequada

para a analise de LGT em sobrenadantes das Nps desenvolvidas.

e Exatidao

Para a analise de exatiddo do metodo cromatografico foram realizados testes de
recuperacéo por adicdo padrdo em trés diferentes concentrag@es, sendo 10, 30 e 50 pg.mL?
para o sobrenadante das Nps. Para o célculo da porcentagem de recuperacdo foi utilizada a

equacéo 4, presente no item 3.3, se obtendo os resultados dispostos na tabela 7.
TABELA 7 - VALORES DE RECUPERACAO POR ADICAO PADRAO.

Concentracéo tedrica Porcentagem de recuperacao
(ug.mL1) (%) + DP
10 97,704
30 95,7+0,9
50 98,6 £ 0,6

FONTE: O autor (2021).

Como apresentado na tabela anterior, os valores obtidos de porcentagem de
recuperacdo para todas as concentracdes analisadas estdo em conformidade com as normativas,
sendo aceitos pela ANVISA (2003) e AOAC (2016) valores de 95 a 105% e 80 a 110%,
respectivamente. Pode-se dizer entdo que o método proposto possui exatiddo dentro dos

parametros de aceitagéo.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
5.3.1 Diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

Os primeiros e mais importantes fatores a serem analisados em sistemas
nanoestruturados sdo o diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta, uma vez que
esses parametros determinam a estabilidade fisica das nanoestruturas, como também a interagédo
com a membrana bioldgica, penetragdo atraves das barreiras fisiologicas, permanéncia,
poténcia e tempo de liberacdo do farmaco (MOHANRAJ, CHEN, 2006; WANG et al; 2020).
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Na tabela 8 sdo apresentados didmetro médio, IPD e P¢ dos sistemas nanoestruturados
obtidos através da metodologia adotada.

TABELA 8 - DIAMETRO MEDIO, IPD E POTENCIAL ZETA DAS Nps BRANCAS E Nps CARREGADAS,
COM RESULTADOS EXPRESSOS COMO MEDIA + DESVIO PADRAO (n=3).

Formulacéo Diametro médio (nm) IPD Potencial Zeta (mV)
Nps-QS-TPP 342,8+49,9 0,430+0,055 +19,8+1,2
Nps-QS-TPP-LGT 323,9+31,0 0,453+0,025 +23,442,6

FONTE: O autor (2021).

Para administracdo oral € aconselhavel que as Nps para carreamento de farmacos ndo
ultrapassem o diametro médio de 500 nm, pois particulas com tamanhos maiores apresentam
dificuldade de absorcéo epitelial, sendo mais indicado nanoparticulas entre 300 e 350 nm, para
uma boa permeabilidade (ENSIGN, CONE, HANES, 2012; HE et al, 2017). Com isso, é
possivel observar que os diametros médios obtidos, tanto para Nps brancas quanto para Nps
carregadas, estdo dentro das medidas adequadas. Vale ressaltar que a técnica de DLS mede o
diametro hidrodinamico, que leva em conta as camadas de hidratacdo que difundem junto com
as particulas (NOMURA et al, 2013).

As figuras 10 e 11, associadas a distribuicdo de tamanho de amostras representativas
de Nps-QS-TPP e Nps-QS-TPP-LGT, onde no primeiro caso € apresentado um perfil bimodal,
onde menos de 10% das particulas se encontram com tamanhos préximos & 50 nm e o restante
(mais de 90%) esta presente na faixa entre 200 e 350 nm. Ja no segundo caso é observado um
perfil unimodal, onde 100% das particulas se encontram com tamanho médio de 264,1 nm.
Segundo Rampino e coautores (2013) o perfil bimodal apresentado nas Nps-QS-TPP é
normalmente observado quando a medida é realizada imediatamente apds o preparo das Nps,
onde ao se manter a solucdo sob agitacdo por determinado tempo, a populacdo de particulas
menores ira se agregar, formando particulas maiores e mais homogéneas.

Como demonstrado na tabela 8, as Nps carregadas possuem diametro médio levemente
inferior, quando comparado com as Nps brancas. Diferentes autores obtiveram resultados
semelhantes ao encapsularem outros tipos de peptideos, como Soares e colaboradores (2017) e
Torres-Régo e coautores (2019), sugerindo que essa caracteristica estd relacionada a
competicdo natural entre os grupos fosfatos e os peptideos pelos grupamentos catibnicos
encontrados nas moléculas de QS, uma vez que a LGT apresenta valores de carga superficial

de aproximadamente — 21 mV, induzindo a particulas menores.



48

FIGURA 10 - DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE UMA AMOSTRA REPRESENTATIVA DE Nps-QS-

TPP, COM DIAMETRO MEDIO DE 273,1 nm.

100 - 04% - 100
80 - - 80
(]
3
3 604 - 60
2]
c
&
[
= 40 - 40
20 - L 20
6%
0 . 0
0 100 200 400 500 600

Diametro médio (nm)

FONTE: O autor (2021).
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FIGURA 11 - DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE UMA AMOSTRA REPRESENTATIVA DE Nps-QS-

TPP-LGT, COM DIAMETRO MEDIO DE 264,1 nm.
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A carga superficial das nanoparticulas também é um fator importante e pode ser obtida

através dos valores de P¢. A mucina é a glicoproteina mais abundante do muco e apresenta
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carga superficial negativa, 0 que leva a uma grande mucoadesdo com particulas possuindo
cargas positivas, sendo importante, por exemplo, para 0 aumento do tempo de permanéncia de
nanoparticulas no intestino delgado (CAO et al, 2019). A estabilidade do sistema coloidal
também esta relacionada com o valor de P, onde quanto mais proximos a £30,0 mV, maior
sera o indicativo de estabilidade, pois quanto maior as cargas superficiais, maior sera a repulsao
eletroestatica entre as particulas, evitando aglomerac@es e aumentando a estabilidade (WEI et
al, 2020). Como observado na tabela anterior as Nps-QS-TPP apresentam carga positiva
préximaa 20 mV, enquanto as Nps-QS-TPP-LGT possuem o P¢ em torno de 23 mV, sugerindo
que o farmaco ndo alterou significativamente as propriedades da superficie das Nps. Com isso,
as medidas de P( realizadas demonstram valores aceitaveis para uma boa mucoadesdo, como
também para a estabilidade dos sistemas nanoestruturados. A figura 12 mostra o P¢ de uma

amostra representativa de Nps-QS-TPP-LGT, com valor médio positivo igual a 21,9 mV.

FIGURA 12 - POTENCIAL ZETA DE UMA AMOSTRA REPRESENTATIVA DE Nps-QS-TPP-LGT.
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FONTE: Software Zetasizer Nano.

Estudos feitos com Nps-QS-TPP, como o de Cakir e colaboradores (2020) para
encapsular timol, obtiveram particulas com tamanho médio variando entre 276 e 1034 nm,
enquanto o P¢ variou entre 13,2 e 42,5 mV. Ja o trabalho de Baksi e colaboradores (2018),
mostra a obtencdo de Nps-QS-TPP com diametro médio de 339,37 a 577,63 e IPD com valores
entre 0,551 e 0,659, dependendo da razdo QS:TPP. Os resultados encontrados também estédo
condizentes com o trabalho de Seyedebrahimi et al (2019), que obteve melhores resultados de
tamanho médio entre 293,5 e 334,8 nm, IPD entre 0,440 e 0,420 e P em 23,55 a 34,03 mV.
Também, ao se analisar os resultados experimentais obtidos nesse trabalho € possivel dizer que
os valores de diametro médio, IPD e PC encontrados sdo relativamente vantajosos, quando

comparados a resultados descritos por autores como Fahmy e colaboradores (2020), que em
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seus estudos obtiveram nanoparticulas com tamanho médio de 492,3 nm, IPD igual a 0,453 e
valor de P sendo 3,89 mV, ao se produzir as Nps-QS-TPP com polisorbato 80.

5.3.2 Eficiéncia de Encapsulagéo

Ao se desenvolver um sistema nanoestruturado é de grande importancia a
determinacéo do teor de farmaco incorporado as Nps, permitindo avaliar a eficacia do sistema
de liberacdo. Uma técnica amplamente utilizada para tal finalidade é a ultracentrifugacéo,
podendo separar o fa&rmaco encapsulado nas Nps e permitindo a determinacdo da concentracdo
do farmaco livre no sobrenadante, ndo associado as Nps.

A quantificacdo de LGT incorporada as Nps-QS-TPP foi realizada pelo método
CLAE-DAD de maneira indireta, como ja descrito no item 4.4.2 da metodologia, avaliando o
teor de farmaco livre no sobrenadante das Nps e utilizando a equacédo 5, sendo possivel estimar
a EE%, obtendo um valor de 24,0% = 0,8. Tal encapsulacdo pode ser devido a LGT ter grande
caréater hidrofilico, dificultando sua encapsulacdo, uma vez que € utilizado agua como solvente.
Trabalhos como o de Araljo e colaboradores (2014), produziram trés diferentes nanoestruturas
para carreamento da LGT, sendo elas nanoparticulas lipidicas solidas, nanoparticulas
poliméricas utilizando PLGA e a base de silicio poroso, onde obteve-se EE entre 57 a 85%,
enquanto Wu e colaboradores (2016) desenvolveram microparticulas a base de PLGA, onde a

eficiéncia de encapsulacdo variou de 47 a 78%.

5.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

As andlises por FTIR foram realizadas para obter informacfes relativas a grupos
funcionais dos componentes das Nps, bem como verificar as interagdes entre 0S novos
compostos formados e o farmaco encapsulado (DU et al, 2019; YOUSEFI et al, 2019). Na
figura 13 estdo dispostos os espectros relacionados aos compostos utilizados no preparo das

Nps, como também da LGT e das Nps brancas e carregadas.
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FIGURA 13 - ESPECTROS FT-IR DE a) QS, b) TPP, ¢) LGT, d) MISTURA FISICA, e) Nps BRANCAS E f)

Nps CARREGADAS.
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FONTE: O autor (2021).

Na figura 13a € apresentado o espectro da QS, onde pode-se observar um espectro
bastante caracteristico de polissacarideos, apresentando uma banda larga em média de 3350 cm”
1 sendo referente a sobreposicdo dos estiramentos de ligagdes dos grupos —OH e —NH, uma
banda bem pequena em 2924 cm™ e uma banda em 2870 cm™, condizente com alongamento
assimétrico de ligacdo C-H do CH. e CH, respectivamente (VIMAL et al, 2013; MOEINI et al,
2018; DU et al, 2019). Ja as bandas aparentes em 1650 e 1570 cm™, respectivamente, s&o
atribuidas as vibracGes da ligacdo C=0 e a ligacdo N-H, grupos oriundos do residuo de N-

acetilglucosamina, onde mesmo as bandas sendo de baixa intensidade confirmam a néo
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desacetilagdo total da QS (YOUSEFI et al, 2019). Em 1375 cm™ ¢ possivel notar uma banda
que diz respeito a deformacdo angular simétrica do CHz (AZEVEDO et al, 2011). A
absorbancia registrada na regifo de 1150 cm™ pode ser atribuida a vibracdo assimétrica da
ligagdo glicosidica B 1-4 (C-O-C), enquanto as bandas em 1062 e 1026 cm? sio
correspondentes a tenséo assimétrica das ligacbes C-O (VIMAL et al, 2013; LAZARIDOU et
al, 2020; TA et al, 2021). Por fim, é observada uma pequena banda em 894 cm™ podendo ser
atribuida a desdobramento da ligacdo C-O-C do anel da QS (YOUSEFI et al, 2019).

O espectro da amostra de TPP é apresentado na figura 13b, onde na regido de 1210
cm? é observada uma banda indicativa de vibracdes das ligagdes do P=0, seguido de uma
banda em 1131 cm™ caracteristica de alongamentos simétricos e assimétricos das ligacdes O—
P=0. Depois, em 1095 cm™, pode-se observar a banda de absorbancia atribuida as ligacdes do
grupamento PQOs, finalizando com uma banda intensa em 890 cm™, indicando as vibracoes
assimétricas tipicas das ligagdes P-O-P (DE CARVALHO et al, 2020; PAN et al, 2020; TA et
al, 2021).

Em relacdo ao espectro obtido para a LGT, apresentado na figura 13c, é possivel
observar uma banda intensa entre 3150 e 3520 cm™, caracteristica da sobreposi¢do dos
estiramentos das ligagdes N-H e O—H de peptideos, seguido da banda em 2930 cm™, referente
a vibracdo das ligagdes C-H dos grupamentos CHs. As préximas bandas, na regido de 1640 e
1540 cm! dizem respeito as vibracdes das ligacdes C=0 de amida, banda de alongamento C-N
da ligacdo da amida e ligagdo N-H, respectivamente. Em 1450 cm™ encontra-se a banda de
absorbancia indicativa do desdobramento das ligacdes C—H (ISMAIL et al, 2019).

O espectro seguinte, figura 13d, diz respeito a mistura fisica dos compostos utilizados
para a obtencdo das Nps (Qs e TPP), onde é possivel perceber a sobreposicdo das bandas
caracteristicas de ambos 0os compostos, as quais ja foram descritas anteriormente.

E possivel perceber nos espectros das Nps brancas e Nps carregadas (figuras 13e e
13f) bandas semelhantes as encontradas no espectro da QS, sendo isso natural, uma vez que tal
composto é 0 que esta presente em maior propor¢do nas nanoparticulas. Em torno de 3350 cm-
! nota-se a banda caracteristica da sobreposicdo dos estiramentos das ligagdes dos grupamentos
O-H e N-H, seguido das bandas em 2925, 2867 (Nps brancas) e 2872 cm™ (Nps carregadas)
referentes as vibracOes das ligacbes C—H, dos grupos CHz e CH, respectivamente. As bandas
em 1650 e 1570 cm™1 no espectro da QS, atribuidas as vibragdes da ligacdo C=0 e a ligagdo N-
H, sofrem leve deslocamento, com mudanca para 1638 e 1537 cm™ no espectro das Nps brancas
e 1640 e 1539 cm™ no espectro das Nps contendo LGT. Essas mudangas podem ser atribuidas

a formacéo das ligacGes que ocorrem entre os grupos NHs* da QS e PO4* do TPP, no processo
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de reticulacdo através das interacdes idnicas e ligagdes de hidrogénio. No espectro da mistura
fisica a banda em torno de 1540 cm™ possui baixa intensidade, indicativo da auséncia das
ligacGes que estdo presentes nas nanoparticulas, descritas anteriormente (MOEINI et al, 2018;
DU et al, 2019; TA et al, 2021). A banda situada em torno de 1150 cm™* condiz com a vibrag&o
das ligagces P=0 e a mostrada em 891 cm™ pode ser atribuida as vibracdes das ligagdes P-O—
P, ambas originarias do TPP (SEVERINO et al, 2014; WU et al, 2017). As demais bandas
podem ser provenientes da QS principalmente, com pequenos deslocamentos no nimero de

onda.
5.3.4 Difragéo de raios X

Séo apresentados na figura 14 os difratogramas obtidos para a QS, TPP, mistura fisica,

Nps brancas e Nps carregadas com LGT.

FIGURA 14 - DIFRATOGRAMAS DE RAIOS-X DE (a) QS, (b) TPP, (c) MISTURA FISICA, (d) Nps
BRANCAS E (e) Nps CONTENDO LGT.
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Na figura 14a é apresentado o difratograma referente a QS pura, onde €é possivel se
observar dois picos largos caracteristicos de polimeros semicristalinos, um de menor
intensidade, localizado por volta de 9,7° que representa o cristal hidratado devido a interacéo
do composto com moléculas de agua, e outro de maior intensidade e menor largura em 19,7°,
evidenciando a parte mais cristalina, onde o restante é demonstracdo da fase amorfa do
polimero. O perfil cristalino da QS depende de certos parametros, como sua origem, grau de
desacetilacdo e peso molecular (CHO et al, 2014; SAFARI, AZIZI, SADEGHI, 2015; JAVAID
et al, 2018). Ao se analisar o difratograma obtido da amostra de TPP puro (14b) é possivel
observar picos bem intensos e pontiagudos, confirmando a estrutura com alta cristalinidade do
composto (REBBOUH, MARTIN-EAUCLAIRE, LABARA-DJEBARI, 2020).

O difratograma disposto na figura 14c, que diz respeito a mistura fisica da QS com
TPP, exibe um perfil mesclado, com predominancia da cristalinidade do TPP, mas com 0s picos
menos pontiagudos, devido ao amorfismo encontrado na estrutura da QS.

Por fim, séo expostos os difratogramas obtidos das Nps brancas (14d) e Nps contendo
LGT (14e), onde resultaram em padrdes com enormes semelhancas entre si, podendo ser notado
picos bem largos, caracteristicos de materiais amorfos. Com os resultados da anélise de DRX é
possivel confirmar as novas estruturas formadas através do método de geleificacdo ibnica, a
partir da interacdo entre o TPP e QS, reduzindo a capacidade das cadeias da QS de se
reorganizarem e cristalizarem, devido a alta densidade de reticulacio (DESHPANDE et al,
2017; TOMAZ et al, 2018; LAZARIDOU et al, 2020). Para sistemas nanoestrurados
designados a encapsulamento de farmacos a forma amorfa € mais vantajosa, pois hd uma
dissolugdo mais rapida, tendo como consequéncia uma maior absor¢cdo e maior
biodisponibilidade in vivo, ainda a taxa de liberacdo do farmaco pode ser melhor controlada,
devido ao relaxamento das cadeias poliméricas (TOMAZ et al, 2018; ANTONIO, 2020).

5.3.5 Analises térmicas

As andlises térmicas podem ser utilizadas a fim de confirmar as naturezas amorfas e
cristalinas dos compostos, preliminarmente avaliadas pelo DRX, através do estudo das
temperaturas de fusdo e transicao vitrea, por exemplo. A figura 15 mostra as curvas de TG e

DTG dos compostos base das Nps, como também da LGT, Nps brancas e carregadas.
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FIGURA 15 - CURVAS DE TG DAS AMOSTRAS DE QS (A), TPP (B), LGT (C), MISTURA FISICA (D),
Nps-QS-TPP (E) E Nps-QS-TPP-LGT (F).
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Ao se analisar a curva obtida para a amostra de QS, figura 15A, é possivel notar dois
eventos térmicos, onde o primeiro ocorre em 42,0°C e representa cerca de 8,9% de perda de
massa, sendo referente a perda de agua adsorvida nos grupos hidrofilicos do polimero, e 0
segundo evento em torno de 298,0°C, diz respeito ao processo de decomposicdo do

polissacarideo, com despolimerizacao das cadeias e desacetilacdo, correspondendo a perda de



56

48,2% da massa (MELO et al, 2020). O termograma referente ao TPP mostra um Unico evento,
em torno de 118,8°C, com decréscimo da massa em cerca de 4,4%, caracteristico da eliminacao
da umidade da amostra. Resultados semelhantes foram obtidos por Azevedo e colaboradores
(2011), Moeini e coautores (2018), como tambeém por Melo et al (2020).

Ao se analisar o termograma obtido paraa LGT € possivel observar uma grande perda
de massa (97,7%) em 72,8°C, referente a evaporacao da fase aquosa do composto. Essa perda
de massa tdo significativa é devido ao fato do farmaco ser liquido e por ser utilizada pouca
amostra para a analise. Resultados semelhantes podem ser observados ao se analisar diferentes
peptideos, como foi descrito por Hosseini e coautores (2018), onde foi obtido um grande
decréscimo de massa (>90%) em uma amostra de peptideo antioxidante, préximo a 84°C.

O resultado da andlise da mistura fisica, constituida por QS e TPP em pd, mostra
eventos caracteristicos das duas amostras. Um primeiro evento em 115,1°C e perda de massa
de 6,4%, relacionado a evaporacao da agua, semelhante ao observado no termograma do TPP,
e um segundo evento com perda de massa de 26,1% em torno de 294,3°C, devido a degradacgéo
da QS. Ja ao verificar os termogramas das Nps-QS-TPP e Nps-QS-TPP-LGT se observa perfis
semelhantes, com dois eventos térmicos, onde o primeiro ocorre préximo a 33°C, com perda
de massa de 11,8% e 13,3%, para as Nps brancas e Nps carregadas, respectivamente, devido a
perda de umidade das amostras. O segundo evento observado é em 252,4°C para Nps-QS-TPP
e 256,5°C para Nps-QS-TPP-LGT, com perda de 37,1% e 39,0%, respectivamente, que ocorre
devido a degradacdo da QS. Segundo Moeini e coautores (2018) e Valderrama e colaboradores
(2020) o decréscimo da temperatura da degradacdo das Nps, em comparacdo com a QS, é
devido a perda de cristalinidade do polimero, apds a formacéo das ligagdes com o TPP, onde
ocorre alteragdes na estrutura e enfraquecimento das interacdes intra e intermolecular do
polimero. Com a encapsulacdo da LGT se pode afirmar que houve um aumento da estabilidade
térmica do farmaco, uma vez que ndo é possivel constatar nenhuma evidéncia dos eventos
presentes no termograma da LGT livre.

As curvas de DSC das amostras de QS, TPP, LGT, mistura fisica, Nps-QS-TPP e Nps-
QS-TPP-LGT estéo representadas na figura 16.
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FIGURA 16 - CURVAS DE DSC DAS AMOSTRAS DE QS (A), TPP (B), MISTURA FISICA (C), LGT (D),
Nps-QS-TPP (E) E Nps-QS-TPP-LGT (F).
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Os eventos demonstrados nas curvas de DSC reforcam alguns resultados observados
nos termogramas apresentados na figura 15. Para a amostra de QS sdo demonstrados dois
eventos, 0 primeiro sendo endotérmico e acontece por volta de 48,5°C, devido a perda da
umidade na superficie da amostra, e 0 segundo evento, dessa vez exotérmico, ocorrente em
301,8°C mostrando a degradacdo do polimero. Para o TPP, diferente do TG, sdo observados
dois eventos endotérmicos, o primeiro pico encontrado por volta de 112,0°C é relativo a perda
de agua, e o segundo evento pode ser notado entre 215 a 285°C, podendo ser atribuido a
mudanca de fase cristalina, pois nenhuma perda de massa é notada no termograma da amostra
(AZEVEDO et al, 2011).

Ja para a curva obtida da mistura fisica (QS e TPP) séo evidenciados dois eventos
térmicos, onde o primeiro em 112,8°C é atribuido a perda de umidade das amostras. Ja o
segundo evento (286,6°C) é exotérmico e esta condizente com a temperatura de degradacdo da
QS (AZEVEDO et al, 2011).
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Na curva de DSC da LGT e possivel visualizar um evento endotérmico proximo a
59,7°C, devido a perda da grande quantidade de solugé&o aquosa da amostra, com perda da maior
parte de sua massa (97,7%), como demonstrado no termograma, e ainda outro evento, dessa
vez exotérmico, pode ser notado em torno de 375,6°C, podendo ser atribuido a degradacéo do
peptideo (ISMAIL et al, 2019).

Observando as curvas obtidas para as Nps brancas e carregadas séo constatados 0s
mesmos eventos térmicos presenciados nos termogramas, um evento endotérmico em 48,8°C
para Nps-QS-TPP e 49,3°C para Nps-QS-TPP-LGT, devido a remocao das moléculas de agua,
e outro evento, dessa vez exotérmico, evidenciando a degradacao das ligacdes glicosidicas da
QS, préximo a 290°C para as duas amostras. Algumas diferengas podem ser notadas quando 0s
resultados das curvas de DSC e TG das Nps sdao comparadas com as curvas da mistura fisica,
evidenciando mais uma vez a formacdo de uma nova estrutura, com diferentes caracteristicas

termais.

5.3.6 Andlise microscopica

A microscopia eletrdnica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) €
amplamente utilizada para a verificacdo detalhada da morfologia e didmetro médio das Nps. As

micrografias obtidas para as Nps-QS-TPP e Nps-QS-TPP-LGT estdo apresentadas na figura 17.
FIGURA 17 - MICROGRAFIAS OBTIDAS DAS Nps-QS-TPP (A-B) E Nps-QS-TPP-LGT (C-D).

D4 = 407.81 nm
<~ D3 =441.80 nm

~ D2=449.98 nm

ﬂ D1=517.25 nm

~)

L _ : ; .
SEM HV: 30.0 kV WD: 6.99 mm | | VEGA3 TESCAN

View field: 11.2 pm Det: SE 2pm
SEM MAG: 18.5 kx Bl: 11.00 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRO

SEM HV: 30.0 kV WD: 6.99 mm VEGA3 TESCAN

View field: 4.75 ym Det: BSE
SEM MAG: 43.7 kx BI: 11.00 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRO



59

Oy D4 =195.78 nm e
» > D2 = 17238 nm,

D1 =232.30 nm

3

»

- > ™9 .
’ _ ; D5% 252,65%. A
W *

) 4
5

.

) ®. S D6 = 229.67im )

o Y XL\ G e S ‘
SEMHV:30.0kV | WD: 1.4 mm VEGA3 TESCANJll SEMHV:30.0kv |  WD:1.49 mm VEGA3 TESCAN

View field: 7.62 ym Det: SE ‘ 2um View field: 8.72 ym Det: SE

SEM MAG: 27.2 kx Bl: 11.00 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRO SEM MAG: 23.8 kx Bl: 11.00 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRO

Observa-se gque as nanoparticulas formam grandes aglomerados, devido as ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares entre as cadeias da QS, causadas pela desidratacdo ocorrida
durante o processo de secagem das amostras (VALDERRAMA et al, 2020). As particulas
apresentam forma esférica, com algumas irregularidades, estando de acordo com resultados de
trabalhos como o de Thirumalaikumar e colaboradores (2021) e de Pan e coautores (2020), que
obtiveram particulas com morfologia semelhante.

Valderrama e colaboradores (2020) desenvolveram Nps de QS para encapsular acido
indolacético e, ao obterem as micrografias das Nps brancas e carregadas, puderam observar que
as particulas da amostra carregada com o farmaco eram menos aglomeradas, quando
comparadas com as Nps brancas. Os autores relataram que tal fato é devido as ligacbes de
hidrogénio que ocorreram entre o farmaco e as cadeias das moléculas de QS, diminuindo as
interacOes entre as Nps e, consequentemente, evitando aglomera¢Ges. O mesmo pode ser
observado nas micrografias das Nps-QS-TPP-LGT, onde pode-se notar que as particulas estdo
menos aglomeradas do que as Nps-QS-TPP. O mesmo efeito observado no trabalho de
Valderrama e coautores (2020) pode ter acontecido, uma vez que a LGT apresenta varios sitios
propensos a fazer novas ligagdes de hidrogénio com a molécula de QS, podendo também ser
esse 0 motivo das Nps carregadas apresentarem didmetro médio menor, quando comparado

com as Nps brancas, fato também evidenciado ao se medir o didametro médio pela técnica DLS.
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5.4 AVALIAC}AO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

Ao se desenvolver sistemas nanoestruturados para carreamento de farmacos é
indispensavel o acompanhamento dos principais parametros (didmetro médio, IPD e P{) a longo
prazo, visando estudar a estabilidade quimica e fisica das Nps, ou seja, se 0s sistemas obtidos
apresentam a capacidade de manterem as mesmas caracteristicas por um periodo determinado
de tempo. E possivel ocorrer a agregacio das particulas no meio, liberagio do farmaco ou ainda
a degradacdo dos constituintes da formulacdo, durante o tempo de armazenamento (ZATTA,
2011).

Deste modo, foi realizado o estudo da estabilidade fisico-quimica das Nps-QS-TPP-
LGT, através do monitoramento do didmetro médio, IPD, P{ e teor do farmaco liberado,
armazenadas em temperatura ambiente e refrigeradas (= 8°C), durante o periodo de 65 dias.

Os valores de didametro médio avaliados durante o periodo de armazenamento estdo
apresentados na figura 18, onde observa-se que ambas as amostras mantiveram tamanho médio
adequado para administracdo oral (<500 nm) pelo periodo de 40 dias. O aumento de didmetro
médio das Nps pode estar relacionado a diversos fatores, como agregacdo das particulas,
levando a um rearranjo da estrutura, interacdo de cadeias de QS livre com a rede de particulas
ou ainda ao intumescimento das particulas, devido ao TPP, que gera aproximacao de moléculas
de 4gua (RAMPINO et al, 2013). A partir de 55 dias as Nps que foram armazenadas em
temperatura ambiente se desintegraram, ndo sendo mais possivel fazer o acompanhamento das
mesmas (representada pelo asterisco nas imagens), 0 que mostra que as amostras
acondicionadas sob refrigeracdo conseguem manter maior estabilidade, estando de acordo com
a literatura, como os resultados obtidos por Anter e co-autores (2019). Resultados semelhantes
foram encontrados por Fan e colaboradoes (2012), que observaram estabilidade de tamanho em
um periodo de 20 dias, em temperatura ambiente, e 0s autores sugerem que a suspensdo de Nps
armazenada nessas condi¢cGes se comporta como um sistema metaestavel, pois sofrem

agregacao e desintegracédo espontanea em condi¢6es brandas e em curto periodo de tempo.
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FIGURA 18 - DIAMETRO MEDIO DAS Nps-QS-TPP-LGT + DP, SOB DIFERENTES CONDIGOES DE
ARMAZENAMENTO (n=3).
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ab | etras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatistica (ANOVA de uma via
com pds-teste de Tukey e a < 0,05).

Em relagdo ao IPD (figura 19) é possivel notar que ambas as amostras sofreram
oscilacbes em seus valores no decorrer dos dias, sendo mais perceptivel nas amostras
acondicionadas em temperatura ambiente. Ja as amostras refrigeradas mantiveram os valores
de IPD abaixo de 0,5 durante um periodo de 21 dias, bem préximos do valor registrado

inicialmente.

FIGURA 19 - INDICE DE POLID!SPERSAO DAS Nps-QS-TPP-LGT +DP, SOB DIFERENTES
CONDICOES DE ARMAZENAMENTO (n=3).
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ab | etras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatistica (ANOVA de uma via
com pés-teste de Tukey e a < 0,05).
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Na figura 20 estdo dispostos os resultados obtidos a partir da analise do P{ durante o
periodo de armazenamento das amostras. Durante 30 dias os valores de P{ apresentaram
oscilacbes, com ambas as amostras chegando a valores de aproximadamente 17,5 mV, sendo
ainda consideravelmente estavel, onde a partir desse periodo o P{ diminui para valores
inferiores a 10 mV. Rampino e colaboradores (2013) sugerem que a oscilacdo observada nos
primeiros 30 dias é devido a rearranjos que acontecem nas Nps, entre as moléculas de QS e
TPP, acarretando em mudancgas dos valores, conforme acontecem as ligagcdes entre as
moléculas. Tais rearranjos também podem ser os responsaveis pelas mudancas nos valores de

IPD e didmetro médio.

FIGURA 20 - POTENCIAL ZETA DAS Nps-QS-TPP-LGT +DP, SOB DIFERENTES CONDICOES DE
ARMAZENAMENTO (n=3).
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ab | etras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatistica (ANOVA de uma via
com pos-teste de Tukey e o < 0,05).

Por fim, o teor de LGT encapsulado nas Nps durante o periodo de armazenamento foi
verificado utilizando o método por CLAE, sendo apresentados os resultados na figura 21. Pode-
se notar que durante o periodo avaliado houve um pequeno decréscimo no teor de farmaco, em
relagdo ao tempo inicial, em ambas as condi¢cbes de armazenamento, principalmente nos

primeiros 7 dias, sendo mais aparente nas Nps armazenadas em temperatura ambiente.
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FIGURA 21 - TEOR DE FARMACO DAS Nps-QS-TPP-LGT +DP, SOB DIFERENTES CONDIGOES DE
ARMAZENAMENTO (n=3).
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ab | etras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatistica (ANOVA de uma via
com pds-teste de Tukey e a < 0,05).

Com base no estudo dos principais parametros e pelos dados obtidos, pode-se inferir
qgue as Nps avaliadas apresentaram relativa estabilidade, em ambas as condi¢bes de
armazenamento, durante um periodo maximo de 30 dias. As Nps acondicionas sob refrigeracdo
apresentaram maios estabilidade, quando comparadas com as armazenadas em temperatura
ambiente, por um periodo maior de tempo (aproximadamente 42 dias), avaliando
principalmente os parametros diametro medio e teor de farmaco. Mesmo com o decréscimo do
PC, ndo foi observado macroscopicamente a agregacao ou floculacdo das Nps refrigeradas, em
contrapartida, foi possivel verificar a presenca de aglomerados brancos nos recipientes que
armazenavam as Nps em temperatura ambiente, ap6s 45 dias, sendo possivel sinal da

desintegracdo das particulas.

5.5 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO
5.5.1 Ensaio do perfil de liberacéo in vitro

O perfil de liberagdo a partir de sistemas poliméricos nanoestruturados depende de
diversos fatores, como por exemplo a natureza, biodegradabilidade, peso molecular e
concentracdo dos componentes, como também caracteristicas fisico-quimicas (diametro médio,
PC, solubilidade, dentre outros), concentracao do firmaco e mecanismos de liberagao do sistema

farmacéutico (MORA-HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010).
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A QS apresenta caracteristica de hidrogel, podendo absorver agua, inchar e formar
uma camada de gel que controla a liberacdo das moléculas enclausuradas em sua matriz
polimérica. A liberacdo de farmacos a partir de Nps de QS pode ocorrer a partir de trés
mecanismos diferentes, sendo eles a dessorcao da superficie das particulas, difusao a partir da
matriz polimérica e, por fim, a erosdo por degradacio da matriz polimérica (TORRES-REGO
et al, 2019).

O sistema de células do tipo Franz ja foi utilizado em diversos trabalhos para liberagdo
de farmacos, descrito por diferentes autores como Balzus e coautores (2016), Buhecha e
colaboradores (2019), ou ainda por El Ela e colaboradores (2021). A utilizagdo de membranas
de nitrocelulose ou de outros materiais sintéticos € permitida pelo FDA e descrita a utilizaco
dessas por autores como Rigon e colaboradores (2019) e também por Urzedo e coautores
(2020).

O perfil de liberacdo da LGT a partir das Nps-QS-TPP-LGT avaliado no estudo de

liberacdo encontra-se representado na figura 22.

FIGURA 22 - PORCENTAGEM DE LIBERAGAO CUMULATIVA IN VITRO DA LGT A PARTIR DAS
Nps-QS-TPP-LGT EM TAMPAO PBS (50mM) EM 102h (n=3).
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Como demonstrado na figura 22, durante as primeiras 24h houve a maior taxa de
liberacdo do farmaco, cerca de 25,5%, e no restante do periodo de estudo aconteceu a liberacéo
de apenas 9,2%, totalizando 34,7% de LGT liberada em um periodo de 102h.

A liberacdo controlada do farmaco a partir das Nps-QS-TPP-LGT pode ser explicada
de diferentes maneiras, podendo ser devido ao “efeito barreira” proporcionado pela QS,
limitando a liberagdo da LGT (ELGADIR et al, 2015; ANTONIO, 2020); pela diminuicio do

inchaco da QS na presenca de solugdo com pH mais elevado, diminuindo o tamanho das Nps
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(BINESH, FARHADIAN, MOHAMMADZADEH, 2021); ou ainda pela interacéo eletrostatica
formada entre as moléculas de QS e LGT, dificultando a liberacdo do farmaco para a solucao
de PBS (ANAND, et al, 2021).

Resultados semelhantes podem ser encontrados na literatura, ao se avaliar a liberacéo
de diferentes compostos a partir de Nps de QS, como o trabalho de Hosseini e colaboradores
(2018), que observaram uma rapida liberacdo de um tipo de peptideo oxidante das Nps nas
primeiras 12h (entre 19 e 58%, dependendo da concentracdo do composto), com posterior
reducdo na liberacdo apds 24h. Resultado semelhante foi relatado por Hu e coautores (2013)
para a liberacéo de (-)-Epigalocatequina-3-galato (EGCG) a partir de Nps de QS, com cerca de
23-40% de composto liberado em 12h e diminuicdo na taxa de liberacao a partir de 24h. Ambos
os trabalhos relatam perfil de liberacdo bastante semelhante com o apresentado na figura 22, e
0S autores sugerem gue no primeiro periodo (>24h) os compostos encapsulados passam para o
meio receptor através do processo de difusdo e no periodo acima de 24h ocorre inchago e
degradacéo das Nps, havendo a liberacao do restante dos compostos encapsulados.

5.5.2 Cinética e mecanismo de liberacédo

A fim de determinar a cinética de liberacdo da LGT a partir das Nps, os dados obtidos
no estudo anterior foram avaliados matematicamente através do software KinetDS®, utilizando
como critério de selecdo o valor do coeficiente de correlacdo (r), com o intuito de verificar qual
modelo cinético que melhor se ajustou ao mecanismo de liberacdo do farmaco. Os modelos

matematicos utilizados e os valores de r correspondentes estdo dispostos na tabela 9.

TABELA 9 - ANALISE CINETICA DE LIBERAGAO DA LGT A PARTIR DE Nps-QS-TPP-LGT EM
TAMPAO PBS (50 MM, PH=7,4).

MODELO r
Ordem zero 0,7519
Primeira ordem 0,4267
Segunda ordem 0,1452
Terceira ordem 0,0791
Higuchi 0,8403
Weibull 0,8989
Hixson-Crowell 0,5538
Baker-Lonsdale 0,9231
Korsmeyer-Peppas 0,8836

FONTE: O autor, via KinetDS® (2021).
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Segundo os resultados encontrados para a cinética de liberacdo, o modelo que mais se
ajustou foi o de Baker-Lonsdale, com valor de r sendo superior aos demais modelos (0,9231).
O modelo cinético de Baker-Lonsdale é derivado do modelo de Higuchi, e € normalmente
aplicado para matrizes esféricas e descreve casos de liberacdo de compostos por difusédo
(ZIRAK, JAHROMI, SALAHINEJAD, 2019). Tal resultado confirma a afirmacao apresentada
nos trabalhos de Hosseini e colaboradores (2018) e Hu e coautores (2013), que descrevem a
maior parte da liberacdo sendo a partir de difusdo. Como a liberacdo ndo acontece em sua
totalidade por meio de tal mecanismo, o valor do coeficiente de correlacdo do modelo de Baker-
Lonsdale é de apenas 0,9231, o que também confirma a existéncia de outro mecanismo de
liberac&o presente. Outro indicativo para confirmagédo dos resultados observados no estudo da
cinética é o fato das Nps apresentarem forma esférica, com algumas irregularidades e
aglomeracoes, que pode ser comprovado pelas micrografias do item 5.3.6, estando de acordo
com o modelo cinético.

Outro modelo aplicado para a cinética de liberacdo foi o de Korsmeyer-Peppas, sendo
utilizado para se calcular o valor do expoente n, gque indica 0 mecanismo que ocorre a liberagéo.
Quando o valor de n ¢ <0,45 o mecanismo de liberagdo é do tipo Fickiano, sendo governado
pela difusdo do farmaco através das paredes poliméricas; quando o expoente apresenta valores
de n > 0,85 ¢é dito que o processo de liberagao ocorre por mecanismo nao Fickiano, a partir da
erosao da matriz, devido ao relaxamento das cadeias poliméricas; e quando o valor de 0,45< n
< 0,85 é um indicativo da combinacdo dos dois processos, difusdo e erosao, também chamado
de processo andmalo (OZTURK, AYGUL, SENEL, 2019; HASSANZADEH et al, 2021). A
partir da andlise cinética realizada foi encontrado um valor de n=0,559, indicando e
confirmando que o mecanismo de liberagcdo da LGT a partir das Nps ocorreu por um processo

anémalo, sendo parte por difusdo e parte por erosao.

5.6 ESTUDO DE MUCOADESAO IN VITRO

Devido a carga superficial positiva encontrada nas Nps-QS-TPP-LGT, foi realizado o
ensaio de mucoadeséo in vitro, a fim de avaliar qualitativamente as propriedades mucoadesivas
nas Nps frente as solucdes com diferentes concentracGes de mucina tipo Il. Os resultados do

estudo estdo dispostos na tabela 10.
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TABELA 10 - DIAMETRO MEDIO, iNDIQE DE POLIDISPERAO E POTENCIAL ZETA DOS SISTEMAS
NANOESTRUTURADOS ANTES E APOS O CONTATO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE

MUCINA.
Concentracéo da Diametro médio Indice de Potencial Zeta = DP
mucina + DP (nm) polidisperséo =+ DP (mV)
Antes do contato 350,5 + 28,6 0,447 + 0,004 +212+17
100 pg.mL™! 1603,5 + 13,2 0,830 + 0,037 -22,8+5,2
250 pg.mL! 2591,5+179 0,816 + 0,019 -20,1+19
500 pg.mL* 2669,2 £ 22,1 0,904 + 0,033 -192+13

FONTE: O autor (2021).

Analisando-se 0 conjunto de dados obtidos no estudo de mucoadesdo € possivel
afirmar que houve uma grande adesdo da mucina nas Nps, apds o periodo de contato, devido a
interacdo eletrostatica entre as cargas opostas do material nanoestruturado e a proteina. O
aumento do didmetro médio se deve a aglomeragdo de moléculas de mucina e de Nps, pela
interacdo das cargas opostas, sendo essa interacdo concentracdo-dependente, resultando em
uma heterogeneidade no meio, sendo comprovado pelo aumento do IPD. A inversdo das cargas
também sugere a interacdo das Nps com a mucina. Esses dados demonstram as propriedades

mucoadesivas das Nps, um importante requisito para a administragéo oral.

6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pode-se dizer que as nanoparticulas foram desenvolvidas
com éxito pelo método de geleificacdo idnica, sendo uma técnica simples, rapida e reprodutivel,
onde a eficiéncia de encapsulacéo registrada nas Nps-QS-TPP-LGT estava dentro do previsto.
Os resultados encontrados nas analises de caracterizagéo fisico-quimica mostraram que as Nps
apresentaram adequado diametro médio, IPD e P( para futura administracdo oral. Os espectros
de raios X e FT-IR, como também os resultados das andlises térmicas, revelaram a formacéo
de uma nova estrutura, ocorrendo a amorfizacdo do farmaco encapsulado. As micrografias
revelaram a forma esférica com irregularidades das Nps, apresentando diversos pontos de
aglomeragOes de particulas. No estudo de estabilidade das Nps armazenadas sob diferentes
condigdes foi constatado que as Nps armazenadas sob refrigeracdo apresentaram maior

estabilidade, quando comparadas com as Nps acondicionadas em temperatura ambiente. Os
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resultados obtidos no ensaio de liberag&o in vitro demonstraram uma liberacéo lenta de LGT
no periodo de 102h, indicando que o processo de encapsulacdo foi capaz de prolongar a
liberacdo do farmaco. O estudo cinético determinou que o modelo de Baker-Lonsdale foi o que
mais se ajustou, ainda, com o calculo do expoente de liberagdo “n” foi possivel predizer que o
processo de liberagdo ocorreu por processo andémalo. O ensaio de mucoadesdo in vitro
evidenciou a grande capacidade mucoadesiva das Nps de QS, devido a presenca de cargas
positivas.

Diante do conjunto de resultados apresentados, pode-se afirmar que as Nps
desenvolvidas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e estruturais promissoras para
posteriores trabalhos, podendo ser uma alternativa para aplicagdo de farmacos por admnistracéo

oral.
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