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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo de metotrexato
(MTX) destinados a otimizacdo do tratamento de artrite reumatoide. Foram propostos trés
sistemas: complexos polieletroliticos (PECs), hidrogel termorresponsivo e a associacdo de
ambos os sistemas. Os PECs foram constituidos por quitosana polimérica ou oligoquitosana
com ftalato de hidroxipropilmetil celulose (HPMCp), carregados com MTX. O tamanho e a
polidispersdo dos PECs de quitosana foram ajustados por modificagdo da forca idnica do meio,
sendo que a formulagédo otimizada (QS-200) apresentou tamanho de particula de 345+79 nm,
indice de polidispersao (Pdl) de 0,285+0,067, potencial zeta de +19+2 Mv em pH 55 e
eficiéncia de encapsulagdo (EE) de 29,5+24,2 (%). Em virtude da estreita distribuigdo de
tamanho, QS200 foi utilizado num estudo para sele¢cdo de crioprotetores, cujos resultados
indicaram que manose, isolada ou associada a trealose, foi adequada para obtencdo de PECs
liofilizados com caracteristica fisico-quimicas preservadas. Entre os PECs de oligoguitosana,
a formulagdo com melhores caracteristicas fisico-quimicas (OQ-7) apresentou tamanho de
particula de 471+116 nm, Pdl de 0,308+0,127, potencial zeta de + 262 mV em pH 5,9 e EE
de 74,3+5,8%. A formacdo dos PECs e a incorporacdo do farmaco em QS200 e OQ-7 foi
comprovada por espectroscopia no infravermelho (IV) e andlise térmica. QS200 e OQ-7
também foram caracterizados por microscopia de forca atbmica. Os hidrogéis foram obtidos a
partir de uma combinacdo de poloxamero 407 e poloxdmero 188 e carregados com MTX ou
QS200 ou OQ-7. A temperatura ambiente os hidrogéis foram fluidos e apresentaram
seringueabilidade adequada. Entre 36 e 37°C os hidrogéis adquiriram consisténcia suficiente
para impedir o escoamento e o0 abrupto aumento da viscosidade em faixa de temperatura
proxima a corporal foi confirmado por reometria oscilatoria. Os sistemas desenvolvidos foram
submetidos a estudo de liberagéo in vitro, no qual o hidrogel contendo PECs (OQ-7 ou QS200)
apresentou liberacdo mais lenta do farmaco. Foram realizados testes pré-clinicos, onde avaliou-
se 0 efeito da administracao intra-articular, em dose unica, de OQ-7, hidrogel contendo OQ-7
e hidrogel contendo MTX, sobre o limiar nociceptivo, o nivel plasmatico de IL-1pB plasmatica
e a histologia da articulacdo de ratos Wistar com artrite induzida. Apesar do veiculo ter
apresentado um efeito irritativo, OQ-7 atenuou o processo inflamatério, revelando-se como o
tratamento mais promissor. Desta maneira, PECs possuem grande potencial para administracdo

intra-articular de MTX no tratamento de artrite reumatoide.

PALAVRAS-CHAVE: Quitosana. Ftalato de hipromelose. Metotrexato. Complexos
polieletroliticos. Hidrogel. Sistemas de liberacéo de farmaco.



ABSTRACT

The goal of this work was to develop metrotrexate (MTX)-loaded delivery systems in order to
improve the rheumatoid arthritis therapy. Three kinds of MTX delivery systems was developed:
polyelectrolyte complexes (PECs), thermosensitive hydrogel and association between PECs
and hydrogel. The PECs were composed by polimeric chitosan or oligochitosan and
hypromellose phtalate (HPMCp). lonic strength adjustement was used in order to optimize the
chitosan PECs size and polydispersity. The optimized chitosan PECs (QS 200) exhibited
34579 nm particle size (measured by dynamic light scattering technique), 0.285+0.067
polydispersity index (Pdl), +19+2 mV zeta potential at 5.5 pH and 29.5+24.2% drug entrapment
efficiency (EE). Because of its narrow size distribution, QS200 was used to select
cryoprotectants, among them mannose was the most efficient to mantain the PECs
physicochemical properties. Among the oligochitosan PECs, OQ-7 presented 471+116 nm
particle size, 0.308+£0.127 PdI, +26+2 mV at 5.9 pH and 74.3+5.8% EE. The PECs formation
and the MTX loading were proved by infrared spectroscopy and thermal analysis. QS200 and
OQ-7 were also characterized by atomic force microscopy. The hydrogels were based on
poloxamer 407 and poloxamer 188 mixture and were loaded with MTX, QS200 or OQ-7. At
room temperature, the hydrogels were fluid and showed suitable seringueability. Between 36°
and 37° C, the hydrogels became thick and stopped flowing. The sharp elastic modulus increase
at body temperature was observed by oscilatory rheometry technique. In vitro drug release assay
was conducted and showed that the MTX release was slower from the PECs (OQ-7 or QS200)
incorporated in hydrogel. The performance of OQ-7 and hydrogel loaded with OQ-7 or MTX,
once administrated by intra-articular route, was evaluated in rats with rheumatoid arthrites
induced. Although its vehicle had shown irritant effect, because of its anti-inflammatory effects
on nociception, IL-1p plasmatic level and knee joint histology, OQ-7 was noted as the most

promising treatment. Thus, PECs have great potential for treating rheumatoid arthritis.

KEY WORDS: Chitosan. Hypromellose phtalate. Methotrexate. Polyelectrolyte complexes.
Hydrogel. Drug Delivery systems.
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1 INTRODUCAO

Caracterizada por disfuncdo mecanica progressiva das articulagoes, a artrite reumatoide
€ uma doenca auto-imune que causa dor acentuada e debilita imensamente os pacientes
acometidos. Trata-se de um processo inflamatério intenso, localizado no espaco sinovial, que,
quando ndo controlado, evolui para erosdo da cartilagem e tecido ésseo (MCINNES; SCHETT,
2011), além de predispor a outras comorbidades (GUO et al., 2018; SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010).

Até o momento, ndo ha cura para artrite reumatoide. Os recursos terapéuticos
disponiveis conseguem modificar a progressdo da patologia e aliviar os sintomas. O principal
farmaco indicado é o MTX (CIPRIANI et al., 2014a; GUO et al., 2018), que embora seja eficaz
possui estreita margem de seguranca e pode desencadear reacOes adversas que inviabilizam o
tratamento (SHINDE et al., 2016a). Com as baixas doses e 0s esquemas posoldgicos
(administracdo semanal) preconizados atualmente, a ocorréncia de efeitos colaterais
extremamente graves € rara entre os usuarios de MTX (CONWAY; CAREY, 2017; LUCAS;
DIMMITT; MARTIN, 2019; MAZAUD; FARDET, 2017), entretanto & mais provavel que o
tratamento com esse farmaco seja suspenso em virtude das reacdes adversas desencadeadas do
que em decorréncia de ineficiéncia terapéutica (GOMIDES et al., 2019; LUCAS; DIMMITT;
MARTIN, 2019; WANG; ZHOU; LIU, 2018). Além disso, o risco de toxicidade mesmo com
baixas doses de MTX aumenta significativamente caso o paciente esteja com a funcédo renal
prejudicada (LUCAS; DIMMITT; MARTIN, 2019).

Num estudo realizado recentemente no Reino Unido, entre 606 pacientes portadores de
artrite reumatoide, houve uma taxa de 26% de n&o adesdo ao tratamento com MTX, devido
principalmente a ocorréncia de efeitos colaterais, os quais incluiram nausea, fadiga, dor de
cabeca e tontura (HOPE et al., 2020). Esses mesmos autores constataram que 0s pacientes com
maior necessidade do tratamento (aqueles com alta atividade da doenca, fadiga e com presenca

de multiplas comorbidades) sdo os mais propensos a nao aderir a terapia com MTX.

Distarbios gastrointestinais sdo efeitos colaterais frequentes, podendo inclusive estar
associados a baixas doses de MTX (AL-MALAQ; AL-ARFAJ; AL-ARFAJ, 2012; ASAl et al.,
2019; DUARTE etal., 2017; GOMIDES et al., 2019; MAZAUD; FARDET, 2017; SOLOMON
et al., 2020; WANG; ZHOU; LIU, 2018). A alteracdo hepatica mais comum € a elevacédo de
transaminases (CONWAY et al., 2015; CONWAY; CAREY, 2017; MAZAUD; FARDET,
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2017; WANG; ZHOU; LIU, 2018), sendo que quando os niveis das enzimas alanina amino
transaminase (ALT) e aspartato amino transferase (AST) ficam duas vezes mais altos que 0s
limites normais, a terapia com MTX deve ser interrompida (DUARTE et al., 2017). Doses
acumulativas de MTX, assim como a presenca histérico familiar de doenca hepética hereditéria,
consumo frequente de alcool, obesidade, diabetes mellitus, hiperlipidemia e falta de
suplementacdo de folato podem elevar os riscos de dano hepatico (LUCAS; DIMMITT,;
MARTIN, 2019; WANG; ZHOU; LIU, 2018).

As alteraces hematologicas associadas ao MTX, embora ndo sejam frequentes podem
ocorrer, com baixa incidéncia, mesmo na presenca de suplementacédo de acido félico, como foi
constatada numa meta-anélise que incluiu a observacdo de 3858 pacientes com artrite
reumatoide (VANNI; LYU; SOLOMON, 2020). Esses autores observaram que a incidéncia de
anemia foi 2,55%, de leucopenia, 1,17%, de neutropenia, 1,77% e de trombocitopenia, 0,19%.
A toxicidade pulmonar induzida por MTX também é considerada rara atualmente, entretanto é
necessario cautela para se iniciar terapia de artrite reumatoide com tal firmaco em pacientes
com doenca pulmonar pré-existente (FRAGOULIS; CONWAY; NIKIPHOROU, 2019).

Além de tais riscos toxicoldgicos inerentes ao MTX, cumpre lembrar que a artrite
reumatoide na maioria dos casos requer uso de politerapia, de uso continuo, além de acometer
pessoas idosas, que ndo raro convivem com outras patologias. O uso concomitante com outros
farmacos pode aumentar os efeitos colaterais induzidos por MTX (WANG; ZHOU; LIU, 2018).

Portanto, torna-se imprescindivel o cuidado no sentido de tentar minimizar reacdes adversas.

Quando se pretende otimizar a atividade farmacolédgica de um principio ativo muitos
ganhos podem ser obtidos aplicando-se a nanotecnologia. A veiculacdo de farmacos por meio
de um nanocarreador pode favorecer a transposicdo de membranas e sua internalizacdo pelas
células, controlar melhor a velocidade de liberacdo do ativo e melhorar sua a estabilidade fisico-
quimica. Dessa forma, torna-se possivel um incremento na biodisponibilidade, o qual
consequentemente pode propiciar reducdo da dose (CANCINO-BERNARDI; MARANGONI;
ZUCOLOTTO, 2017; PATRA et al., 2018; SEVASTRE et al., 2019; VENTOLA, 2012).

Além de favorecer a transposicao de barreiras bioldgicas, os nanocarreadores podem
transportar o farmaco de maneira direcionada para o sitio de acdo. 1sso pode ser conseguido,
por exemplo, mediante funcionalizacdo da particula com moléculas ou fragmentos moleculares
capazes de interagirem com receptores presentes nas membranas das células mais concentradas
no sitio patolégico (CANCINO-BERNARDI; MARANGONI; ZUCOLOTTO, 2017;
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VENTOLA, 2012). Esse direcionamento sitio especifico reduz a exposicdo sistémica e atenua

a ocorréncia de efeitos colaterais.

Assim como 0s nanocarreadores, os polimeros “inteligentes” tém contribuido para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo mais eficazes. Tais materiais polimeéricos permitem
a obtencdo de hidrogéis que respondem a determinados estimulos, como variacdo de
temperatura ou pH, e portanto, ficaram conhecidos como “smart” hidrogéis. A resposta dos
hidrogéis pode ser em termos de gelificagdo in situ, por exemplo. Tais sistemas se mostram
promissores para prolongar o tempo de residéncia da formulacdo em determinado local
anatémico ou, talvez, controlar melhor a velocidade de liberagdo do farmaco (HRUBY;
FILIPPOV; STEPANEK, 2015; JAMES et al., 2014).

Com foco nas necessidades dos portadores de artrite reumatoide e nos beneficios que as
nanoparticulas e os polimeros inteligentes podem conferir aos sistemas de liberacdo, este
trabalho visou propor formulagdes que propiciassem uma concentracdo adequada e uniforme
do farmaco, localizada seletivamente nos sitios de inflamacdo, de forma a reduzir a
manifestacdo de efeitos sisttmicos. Uma das estratégias propostas consistiu no
desenvolvimento de hidrogéis injetaveis que se gelificassem dentro da articulacdo inflamada
(YAPAR; INAL, 2012), pois tal recurso poderia reter o farmaco por mais tempo em seu local
de acdo, evitando sua rapida depuracdo. Também foram desenvolvidos PECs de quitosana e
oligoquitosana (PATIL et al., 2010), contendo MTX, os quais sendo nanocarreadores poderiam
favorecer a internalizacdo celular do farmaco e controlar melhor sua liberacdo. Ambos os
sitemas foram caracterizados e avaliados, tanto isoladamente quanto associados entre si, quanto
ao perfil de liberacdo in vitro. Pesquisou-se também a possivel atividade biologica das
formulacdes sobre os niveis plasmaticos de mediador inflamatorio e a histologia da articulacéo

do joelho de ratos com artrite induzida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Buscando fornecer um panorama a respeito das manifestacbes patologicas e dos
mecanismos que as desencadeiam, o primeiro enfoque desta sec¢do sera direcionado a artrite
reumatoide. Também serdo abordadas opcBes propostas para o tratamento intra-lesional desta
patologia. Em seguida, serdo apresentados aspectos inerentes ao farmaco em estudo, o MTX, e
aos sistemas de liberacdo baseados em nanoestruturas e em hidrogéis destinados a gelificagdo

in situ.

2.1 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide é uma doenga autoimune caracterizada por: inflamacdo e
hiperplasia sinovial, com consequente inchaco das articulagdes; producdo exacerbada de
anticorpos; destruicdo da cartilagem e 0ssos, 0 que acarreta o surgimento de deformidades
(GUO et al., 2018; MCINNES; SCHETT, 2011). E uma patologia mais prevalente entre
mulheres e pessoas idosas. Seu desenvolvimento é atribuido sobretudo a fatores genéticos, mas
também pode ser desencadeado pelo tabagismo (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010).

A falta de controle da doenca resulta em dano articular, incapacidade, diminuigédo da
qualidade de vida, comprometimento cardiovascular e outras comorbidades, como doenga
Ossea e depressdo. Podem surgir manifestagfes extra-articulares como: nodulos subcutaneos,
sindrome de Sjogren, doenca pulmonar intersticial, pericardite e pleurite, sindrome de Felty,
amiloidose, vasculite reumatoide (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). Também podem
ocorrer fadiga e reducdo da fungdo cognitiva. A taxa de mortalidade é mais alta entre pacientes
com artrite reumatoide do que entre pessoas saudaveis (MCINNES; SCHETT, 2011).

A sinovite ocorre porque leucdcitos migram e se infiltram no compartimento sinovial.
Tal migracdo é decorrente de ativacdo endotelial em microvasos sinoviais, 0 que eleva a
expressao de moléculas de adeséo e quimiocinas. A producéo de citocinas e a ocorréncia de
hipéxia local induzem a neoangiogénese, enquanto que a drenagem linfatica torna-se
insuficiente, implicando em acumulo celular e ativacdo local de fibroblastos (MCINNES;
SCHETT, 2011). A deterioracdo do tecido cartilaginoso esté relacionada a sua invasdo por
fibroblastos (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). Os fibroblastos produzem



22

metaloproteinases de matriz, as quais desagregam a rede de colageno tipo Il, o que altera o
conteddo de glicosaminoglicana e provoca retencao de dgua, levando diretamente a disfuncéo
mecéanica (MCINNES; SCHETT, 2011).

Na membrana sinovial, sdo encontrados macrofagos, mastocitos e células natural killer,
enquanto os neutrdfilos se localizam principalmente no fluido sinovial. Os macréfagos séo os
principais responsaveis pela sinovite, atuando por liberacéo de fator de necrose tumoral (TNF-
a), interleucinas (IL) 1, 6, 12, 15, 18 e 23, espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio.
Também produzem prostanoides e enzimas degradadoras de matriz extracelular, além de
realizarem fagocitose e apresentacdo de antigenos. A contribuicdo dos neutrofilos para a
sinovite consiste na sintese de prostaglandinas, proteases e EROs. Os mastécitos, por sua vez,
produzem niveis elevados de aminas vasoativas, citocinas, quimiocinas e proteases, além de
efetuarem ligacéo de receptores toll-like, os quais sdo ativadores de macrofagos (MCINNES;
SCHETT, 2011).

Na cascata inflamatdria ativa na artrite reumatoide, 0 TNF-a exerce papel fundamental
por ativar a expressao de citocinas, como por exemplo IL-6, quimiocinas, moléculas de adesao
endotelial, promover a angiogénese, suprimir células T reguladoras e induzir a dor. As IL-1a,
1B, 18 e 33 ativam leucdcitos, células endoteliais, condrocitos e osteoclastos. Citocinas
sinoviais, especificamente o fator estimulador de macréfagos e o fator ativador do receptor do
ligante de NF-kp provocam a diferenciagdo de osteoclastos e a invasao da superficie periosteal
adjacente a cartilagem articular. TNF-a e IL-1, 6 e 17 amplificam a diferenciacdo e ativacdo de
osteoclastos. A destruicdo do tecido 6sseo origina pogos de reabsor¢do profunda que séo
preenchidos por tecido inflamatorio (MCINNES; SCHETT, 2011).

A erosdo 6ssea, além de ser desencadeada pelo aumento da ativacdo de osteoclastos,
também é agravada por um declinio na lubrificacdo natural das articulagdes (ELSAID et al.,
2005; HUI et al., 2012; KOSINSKA et al., 2015). O fluido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide apresenta teores reduzidos de &cido hialurénico (glicosaminoglicana responsavel
por atribuir viscosidade e aumentar a retencdo de &gua) e lubricina (proteina condroprotetora)
em relacdo ao de pacientes sadios. Além disso, o acido hialurénico presente nos portadores de
artrite apresenta menor massa molar que o normal. Tais desvios na composi¢do do fluido
sinovial podem comprometer a protecdo contra o atrito entre as extremidades dsseas (HUI et
al., 2012; KOSINSKA et al., 2015).
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E necessario descobrir como resolver e restaurar a homeostasia imunolégica, bem como
reparar as articulacfes prejudicadas (MCINNES; SCHETT, 2011). O objetivo primordial do
tratamento para artrite reumatoide é minimizar a atividade patoldgica (FIRTH; CRITCHLEY,
2011). Os agentes terapéuticos de primeira escolha sdo os farmacos antirreumaticos
modificadores da doenga (DMARDS), que englobam um conjunto heterogéneo de ativos
capazes de reduzir o inchaco e a dor articular, diminuir os marcadores de fase aguda, limitar o
dano articular progressivo e melhorar a funcdo. O principal DMARD é o MTX, o qual deve ser
introduzido logo que a patologia é diagnosticada. Outros representantes sdo a sulfasalazina, a
leflunomida, a hidroxicloroquina, a cloroquina e o ouro (cujo uso é limitado por sua toxicidade).
Os DMARDs podem desencadear reacdes adversas brandas, como nausea, ou severas, como
hepatotoxicidade, discrasias sanguineas e doenca pulmonar intersticial (SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010).

Quando os DMARDs néo sdo suficientes para o controle da artrite reumatoide, podem
ser utilizados os farmacos bioldgicos (PALMER; EL MIEDANY, 2014), os glicocorticoides
(KISSIN, 2014) e analgésicos e anti-inflamatorios ndo esteroidais (SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010). Mas, tratam-se de opcdes terapéuticas de suporte, com varias contra-
indicacdes (principalmente os bioldgicos) e que ndo raramente desencadeiam reagdes adversas

consideraveis.

Cumpre ressaltar que os recursos terapéuticos disponiveis, até 0 momento, destinam-se
ao controle da patologia e alivio dos sintomas. Portanto, os pacientes acometidos por artrite
reumatoide permanecem sob tratamento continuo e, muitas vezes, precisam ser submetidos a
esquemas de farmaco associacao. Em tais condigdes, torna-se comum a manifestacao de efeitos
colaterais a longo prazo, os quais podem inviabilizar o tratamento. Para amenizar tais problemas
explorar vias alternativas de administracdo que permitam uma liberacdo do farmaco mais
localizada, como a administracdo intra-articular, pode ser uma potencial alternativa para

diminuicdo da dose, evitar efeitos sisttmicos indesejados e ter um tratamento mais eficaz.

ADMINISTRACAO INTRA-ARTICULAR

A cavidade articular constitui um compartimento anatébmico que permite a acdo
terapéutica local apos injecdo intra-articular, diminuindo a quantidade de fArmaco em sitios ndo
desejados. Além disso, pode constituir uma alternativa viavel para administracao de compostos
quimicos que apresentem problemas de biodisponibilidade se utilizados por via sistémica

(LARSEN et al., 2008). Entretanto, oferece um desafio a ser superado: a rapida depuracdo tanto
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de pequenas moléculas, pelos capilares sinoviais, quanto de macromoléculas, via sistema
linfatico (EVANS; KRAUS; SETTON, 2014).

Encontram-se disponiveis no mercado apresentacdes de corticosteroides destinadas a
aplicacdo intra-articular. O primeiro anti-inflamatorio esteroidal a ter comprovado seu beneficio
clinico para tratamento intra-articular de artrite reumatoide foi a hidrocortisona em 1951
(HOLLANDER et al., 1951). No Brasil, destinadas a mesma via de administracdo, séo
comercializadas suspensfes injetaveis de acetato de metilprednisolona e hexacetonido de
triancinolona (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (BRASIL), 2017).
Administrados como suspensdes microcristalinas os ésteres de esteroides sdo preferidos como
agentes intra-articulares (KUMAR et al., 2017a; @STERGAARD; HALBERG, 1998). Apo6s
injetados, os ésteres sdo hidrolisados pelas células sinoviais para liberacdo do ativo. A baixa
solubilidade dos ésteres retarda sua captacéo pelos sinovidcitos e aumenta a duracéo do efeito
(STERGAARD; HALBERG, 1998).

Apesar da eficacia clinica comprovada das suspensdes de corticosteroides para uso
intra-articular, ha algumas desvantagens. Em virtude de sua natureza cristalina, tais farmacos
podem intensificar as condi¢fes inflamatérias ap6s sua inje¢do no espaco sinovial, levando a
artrite induzida por cristal, a qual pode ser observada em 10% dos pacientes, mas que
normalmente regride em poucos dias (BUTOESCU; JORDAN; DOELKER, 2009). Sua
implicacdo adversa mais severa é a artrite septica, cuja incidéncia é de 0,01-0,03%. Também ja
foram relatados dano articular progressivo, atrofia tecidual local e ruptura de tendao
(BSTERGAARD; HALBERG, 1998).

Como na artrite reumatoide ha um comprometimento de varias articulagdes, as injeces
intra-articulares de corticosteroides sdo destinadas aos poucos sitios refratarios onde a
inflamacdo permanece ativa apesar da terapia sistémica (KUMAR et al., 2017a). Também héa
uma recomendacdo de que o intervalo minimo entre duas inje¢cbes na mesma articulacdo seja
de 6 semanas e que ao todo, ndo sejam feitas mais que quatro aplicagdes na mesma cavidade
articular durante um ano. Apesar das inconveniéncias e riscos inerentes a terapia intra-articular
com corticosteroides, a maioria dos estudos realizados em humanos indica que os beneficios
superam os danos (STERGAARD; HALBERG, 1998).

A administracdo intra-articular de agentes terapéuticos pode ser extremamente Util para
minimizar ou prevenir a ocorréncia de efeitos colaterais sistémicos. Entretanto, o sucesso desta

via alternativa depende de que concentra¢des adequadas do farmaco sejam mantidas dentro da
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cavidade articular por tempo suficiente, o que constitui um grande desafio devido a rapida
depuracdo dos compostos que chegam ao fluido sinovial. Tal problema pode ser contornado
pela utilizacdo de sistemas de liberacdo adequados (BUTOESCU; JORDAN; DOELKER,
2009).

No Quadro 1 encontram-se sistemas de liberacdo investigados como alternativas para
administragdo intralesional no tratamento da artrite reumatoide. Nota-se que na maioria deles
houve a preocupagdo em se prolongar o tempo de residéncia na articulacéo, pelo uso de uma

matriz viscosa, e/ou veicular o farmaco nanocarreado
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Quadro 1 - Sistemas de liberacéo investigados como alternativas para administracao intralesional no tratamento

da artrite reumatoide

(continua)
Sistemas de liberagéo Principais resultados Referéncia

Hidrogel Em camundongos com artrite induzida por colageno, PAN et al.,
termorresponsivo o tratamento i.a. com a formulagéo completa, reduziu 2020
constituido por quitosana  significativamente a hiperplasia sinovial e a
e plasma rico em degeneracéo da cartilagem e 0SS0S
plaguetas, contendo (independentemente da ativacdo por fototerapia).
nanolaminas de fosforo Nos animais tratados apenas com associacdo da
negro, destinado a guitosana com as nanolaminas de fésforo negro, ndo
fototerapia houve reparo histolégico.
Nanoparticulas de PLGA A presenca de acido hialurdnico aumentou TRUJILLO-
e &cido hialurénico significativamente a captacdo e internalizacdo por NOLASCO et
contendo MTX e Y7Lu células RAW 264,7. A viabilidade de tal linhagem al., 2019

celular foi notavelmente reduzida pelo sistema

proposto.
Microparticulas de A presenca do copolimero m-PEG-PDL reduziu o ABOU-
PLA/m-PEG-PDL, burst inicial de liberacdo de acetonida in vitro e ELNOUR etal.,
carregadas com controlou melhor a inflamag&o in vivo, em relagéo a 2020
triancionolona acetonido,  particulas constituidas apenas por PLA e farmaco. A ABOU-
incorporadas ou ndo a incorporacdo das particulas no hidrogel sustentou ELNOUR etal.,
hidrogel termorresponsivo  ainda mais a liberagdo in vitro e controlou com maior 2019

constituido por
poli(PEGMA)

Hidrogel formado in situ
pelo entrecruzamento de
acido hialurénico
modificado com tetrazina
e acido hialurénico
modificado com trans-
ciclo-octeno, carregado
com MTX

Nanoparticulas de silica
mesoporosa co-
funcionalizadas com
manganés-ferrita e cério,
contendo MTX

eficicia a artrite induzida em animais.

O entrecruzamento do &cido hialurdnico permitiu a
formacdo de um depoésito com caracteristicas de
maior gelificacdo do que o &cido hialurénico nédo
entrecruzado. Por biodistribuicdo foi possivel
verificar que a partir da injecdo da formulagéo, o
MTX ficou retido na articulagdo por mais tempo e
houve pouca distribuicdo para outros tecidos. A
aplicacdo de MTX em solugdo ou veiculado em
acido hialurénico ndo entrecruzado resultou em
rapida depuracdo. Além disso, o hidrogel
entrecruzado foi mais eficaz para reverter a artrite
reumatoide induzida em ratos.

Devido a um sinergismo entre manganés-ferrita e
cerio, a formulacdo propiciou producdo de O, e
captura de EROs o0 que provocou a polarizacao de
macrdfagos pro-inflamatérios M1 em macréfagos
anti-inflamatérios M2. Tal efeito anti-inflamatério
foi observado in vitro e in vivo. Em modelo animal
de artrite, a aplicagdo da formulagéo proporcionou
alivio da hipoxia, inflamagdo e caracteristicas
patoldgicas da articulacao.

SEO et al., 2019

KIM et al., 2019
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Quadro 1 - Sistemas de liberacdo investigados como alternativas para administracéo intralesional no tratamento

da artrite reumatoide

(continuacéo)

Sistemas de liberagéo Principais resultados Referéncia
Agregados de Os carreadores vazios usados em alta dose PENTECOST et
nanodiamantes apresentaram  efeitos  pré-inflamatérios.  Os al., 2019
funcionalizados com carreadores vazios em baixa dose e os carreadores
octadecilamina, contendo  carregados proporcionaram resultados equivalentes:
dexametasona adsorvida ~ embora tenham diminuido a presencga de macréfagos

na articulacdo e os niveis de iINOS e TNF-a, ndo

foram capazes de reduzir significativamente o score

artritico, o qual foi aliviado por dexametasona livre.
Nanoparticulas lipidicas O sistema proposto apresentou EE= 93,3+ 5,7% e JANSEN et al.,
poliméricas hibridas reduziu o escore artritico em animais com a mesma 2019
contendo PLGA, magnitude obtida pelo ativo injetado na forma livre.
carregadas com siRNA de O desempenho da formulacdo foi inferior ao
TNF proporcionado pelo tratamento com dexametasona,

adotado como controle positivo.
Hidrogel formado insitu~ Ap6s administracdo i.a. dose Unica, o farmaco foi COKELAERE
constituido por encontrado no fluido sinovial por no minimo 14 dias, et al., 2018
copolimero tribloco chegando a 30 dias, dependendo da concentragdo
PCLA-PEG-PCLA utilizada. N&o foram observados efeitos anti-
funcionalizado com grupo  inflamatorios gerais. Os autores consideraram que a
propila, contendo sinovite induzida foi de grau baixo a moderado.
celecoxib
PEC constituido por A formulagdo possibilitou uma liberagdo in vitro  PARKetal.,
copolimero dibloco gradativa do farmaco, a qual se prolongou por 30 2018
(mPEG-PCL)-PLA, dias. Observou-se in vitro, supressao do crescimento
contendo grupos de células RAW 264,7 e nenhuma alteracdo para
carboxilicos pendentes, células sinoviais. In vivo constatou-se diminuigéo de
complexado com TNF-a e IL-1p, reparagdo da cartilagem e controle
minociclina eficaz da artrite induzida.
Hidrogel de Ensaios in vitro demonstraram que a presenca de  JOSHI et al.,
monoestearato de metaloproteinases de matriz ou o fluido sinovial de 2018
triglicerol contendo pacientes com artrite estimulam a liberacdo do ativo
triancinolona acetonida encapsulado pelo hidrogel. Isso foi confirmado in

vivo por imageamento. Animais com artrite induzida

tratados com a formulagdo apresentaram redugdo do

escore artritico e do volume de pata. O tratamento

com triancinolona acetonida livre, em dose

equivalente, ndo propiciou beneficio clinico.
Hidrogel de sericina Observou-se 40% de liberacdo in vitro em 50 dias. KANAZAWA
contendo siRNA de NF- Por imageamento foi possivel visualizar a etal., 2017

kappa [3

formulacéo retida na articulacdo dos animais até 14
dias apds a injecdo i.a. A formulagdo diminuiu a
incidéncia de artrite em animais e controlou
eficazmente o escore artritico, sendo que o ativo livre
néo alcancou tal desempenho.
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Quadro 1 - Sistemas de liberacéo investigados como alternativas para administracéo intralesional no tratamento

da artrite reumatoide

(continuacéo)

Sistemas de liberagédo

Principais resultados

Referéncia

Lipossomas de
fosfatidilcolina ou
dipalmitoilfosfatidilcolina
e colesterol contendo
acetato de hidrocortisona
e hemisuccinato de
prednisolona

Hidrogel a base de
submucosa de intestino
delgado modificada e
entrecruzada, carregado
com MTX

Nanoparticulas de
quitosana, reticuladas
com glutaraldeido e
carregadas com
clodronato, incorporadas
a hidrogel de poloxamero

Hidrogel de poloxameros
contendo carreador
lipidico nanoestruturado
carregado com MTX

Microsferas de alginato,
contendo diclofenaco de
sodio, incorporadas a
hidrogel de quitosana e 3-
glicerofosfato

Conjugado de metotrexato
com &cido hialurénico

O tratamento com os lipossomas constituido por
dipalmitoilfosfatidilcolina proporcionou efeito anti-
inflamato6rio em coelhos com artrite induzida por 8 a
7 dias, enquanto o tratamento com os farmacos
livres, numa dose 10 vezes maior, aliviou a
inflamacdo por 1 dia. Os lipossomas de
fosfatidilcolina apresentaram acéo anti-inflamatéria
por 2 dias.

O entrecruzamento da submucosa evitou a répida
depuracdo articular in vivo e prolongou efetivamente
a liberagdo de MTX in vitro (50% em 12 h, quase
60% em 2 dias e cerca de 95% em 40 dias). A partir
da submucosa ndo entrecruzada, 90% do MTX foi
liberado em 2 dias. A formulacdo proporcionou um
reparo efetivo da artrite induzida em animais,
demonstrando desempenho superior em relacdo ao
farmaco livre ou carreado por submucosa nédo
entrecruzada.

A liberagdo de clodronato in vitro foi mais lenta a
partir da associa¢do das nanoparticulas ao hidrogel
do que a partir de hidrogel ou nanoparticulas
isolodamente. A incorporacdo em nanoparticulas
inibiu 0 aumento da expressdo de MRNA para IL-1
B e IL-8 provocado pelo clodronato em células THP1
estimuladas com lipopolissacarideo.

A formulag&o propiciou uma liberacdo in vitro bem
mais lenta do que a partir de MTX em solucdo e

também foi mais efetiva para controlar o
intumescimento articular em ratos com artrite
induzida.

A incorporacédo das microesferas ao hidrogel liberou
o farmaco, in vitro, de forma mais lenta do que a
apartir de microesferas ou hidrogel separados. Em
animais com artrite induzida, o carreamento por
microesferas associadas a hidrogel diminuiu o
inchaco articular, em comparacéo ao farmaco livre.

Num modelo animal de artrite induzida por antigeno,
a injecdo i.a. foi to eficaz quanto MTX oral para
controlar o inchago articular, sendo que tal efeito ndo
foi observado ap0ds injecdo de mistura de &cido
hialurénico e MTX ou MTX livre. A Cmax de MTX
apos tratamento oral foi 40x maior que apos a injecao
da formulagdo conjugada. Além disso, no primeiro
caso observou-se hemotoxicidade e no segundo, néo.

ROSENBERG
etal., 2017

KIM et al., 2016

RUSSO et al.,
2016

SHINDE et al.,
2016

Qletal., 2016

TAMURA et
al., 2016
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Quadro 1 - Sistemas de liberacdo investigados como alternativas para administracdo intralesional no tratamento
da artrite reumatoide

(continuacéo)

Sistemas de liberagédo

Principais resultados

Referéncia

Nanoparticulas catidnicas
de PLGA contendo
piroxicam

Cristal liquido contendo
cloridrato de sinomenina

Hidrogel de &cido
hialurdnico contendo
MTX, microcéapsulas de
PLGA contendo
dexametasona e
associacdo de ambos.

Lipossomas contendo
paclitaxel

Microsferas de PCL e
MPEG-PCL-MPEG
contendo etanercept

Microsferas de
policaprolactona contendo
triancinolona e/ou
raloxifeno

A Cmax de piroxicam apds administracdo i.a. da
formulacdo foi 60% da observada apés injecdo do
farmaco em solugdo. Além disso, a concentracao
articular de piroxicam, 24 h apds o tratamento com
as nanoparticulas catibnicas, foi 3,2 vezes e 1,8 vezes
aquelas produzidas pelo farmaco livre ou veiculado
em particulas neutras, respectivamente.

O cristal liquido permitiu que o cloridrato de
sinomenina permanecesse na articulagdo por mais
que 7 dias, evitando um pico plasmatico elevado, e
reduzisse eficazmente a concentracdo de IL-1 a partir
de 12h, efeitos que ndo foram obtidos pela inje¢do de
solucdo do farmaco livre.

A associagdo do hidrogel com as microcapsulas
formou um depésito na articulagdo, que foi
visualizado 24 dias ap6s a injecdo e o deposito
formado pelas formulagdes separadas foi visualizado
por 8 dias. Associagdo também foi mais efetiva que
as formulagBes isoladas para reparar a artrite
induzida em animais.

Em animais com artrite induzida, o tratamento i.a.
com a formulagdo demonstrou melhor desempenho
no reparo da cartilagem e reducdo de TNF-a que o
paclitaxel livre, administrado por via endovenosa.
Houve menor adsorcdo de proteinas em microsferas
de MPEG-PCL-MPEG do que em microsferas de
PCL, quando incubadas em fluido sinovial. A
liberacdo in vitro de etancercept foi mais rapida a
partir de microsferas de MPEG-PCL-MPEG do que
de PCL. O férmaco veiculado nas microsferas
reduziu de forma mais acentuada a liberagdo de
citocinas inflamatdrias e metaloproteinases de matriz
in vitro, em comparacdo ao farmaco livre.

A encapsulacéo conjunta dos farmacos aumentou a
liberacdo in vitro de ambos em comparagdo aos
farmacos  encapsulados  separadamente.  As
microsferas contendo ambos os  farmacos
produziram uma melhora efetiva da artrite induzida
em animais, a nivel histoldgico, sendo que tal efeito
ndo foi obtido com o tratamento com os farmacos
livres ou carreados separadamente.

KIM et al.,
2016b

CHEN et al.,
2015

Lletal., 2018

LIANG et al.,
2019

SON et al.,
2015

DYONDI;
SARKAR;
BANERJEE,
2015
ERDEMLI et
al., 2014

OCAL etal.,
2014
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Quadro 1 - Sistemas de liberacdo investigados como alternativas para administracdo intralesional no tratamento

da artrite reumatoide

(continuacéo)

Sistemas de liberagédo

Principais resultados

Referéncia

Nanocomplexo
eletrostatico de quitosana
e acido hialurénico com
calcitonina de salméo

Nanoemulsao lipidica
contendo MTX
esterificado a brometo de
dodecila

Microsferas de quitosana,
contendo brucina,
incorporadas a hidrogel
de
quitosana/glicerol/bérax

Microsferas de PLGA
contendo siRNA anti-
TNF-a

Coloide de SnF contendo
90Y

Hidrogel de acido
hialurénico modificado
com tiramina, carregado
ou ndo com dexametasona

Hidrogel
termorresponsivo a base
de PCL-PEG-PCL
contendo MTX

Os nanocomplexos foram mais eficazes que a
calcitonina de salmdo isoladamente, ambos
administrados i.a., e equivalente a dexametasona
intra-peritoneal, para redugdo do volume do joelho e
da expressdo do marcador inflamatério NR4A2, em
modelo animal de artrite. A anélise histoldgica
apontou 0s nanocomplexos como o mais efetivo dos
trés tratamentos, preservando 0ssos, cartilagem e
controlando a inflamagéo sinovial.

A formulagéo reduziu significativamente o infiltrado
leucocitario sinovial e o0 extravasamento de proteinas
in vivo, em comparacdo ao controle artritico ndo
tratado. Tais efeitos ndo foram obtidos com a
administracdo de formulag@o comercial de MTX.

A incorporacdo das microesferas no hidrogel
prolongou a liberacdo in vitro, em comparacdo as
microesferas isoladamente. O sistema apresentou
biocompatibilidade sinovial e foi detectado na
articulacdo 7 dias apds a injecéo i.a.

Apbés 24 h da injecdo i.a., a formulacdo foi
visualizada na articulacdo e em células sinoviais
adjacentes. A formulacdo reduziu in vivo a expressao
de TNF-a e o escore de inflamagdo sinovial, em
comparagdo a seu veiculo (outros controles nédo
foram apresentados).

A formulagdo permaneceu estavel quando incubada
com soro humano e fluido sinovial, a 37° C por 7
dias. O extravasamento de Y da articulacdo foi de
1,96%, 96 h ap6s a aplicacdo, indicando uma boa
retencdo no espaco sinovial.

Tanto o hidrogel contendo dexametasona quanto
isento de farmaco reduziram in vivo a secrecdo de
prostaglandina E2 e IL-6, comparados ao controle
negativo de tratamento.

A Cmax i.a. Gnica de MTX livre foi 3x maior que
apo6s administracdo da formulacdo. Além disso, a
deteccdo de MTX plasmatico foi possivel até 8 h e
24 h apos a aplicacdo, para MTX livre e MTX em
hidrogel, respectivamente.

RYAN et al.,
2013

MELLO etal.,
2013

CHEN et al.,
2012

PRESUMEY et
al., 2012

JANKOVIC et
al., 2012

KIM et al., 2011

MIAQO; SONG,;
MA, 2011
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Quadro 1 - Sistemas de liberacdo investigados como alternativas para administracdo intralesional no tratamento
da artrite reumatoide

(continuac¢do)

Sistemas de liberagédo Principais resultados Referéncia
Microsferas de PLGA Apbs injecdo i.a. da formulacdo em coelhos,a Cmax ZHANG et al.,
contendo lornoxicam de lornoxicam foi 31,61 ng.mL e foi observada em 2011

60 h, sendo que o farmaco pode ser detectado até 96

h. Apds injecdo de solucdo de lornoxicam, a Cmax

foi 400,79 ng.mL™ e ocorreu em 3 h, sendo que ap6s

24 h ndo houve mais deteccdo do farmaco.
Microsferas de PCL A formulacdo demonstrou biocompatibilidade in  NATARAJAN
contendo quercetina vitro, com células sinoviais de coelho, e in vivo, em etal., 2011

ratos Wistar. Houve liberacéo in vitro por mais de 30

dias.
Nanoparticulas PLA ou Os carreadores desenvolvidos demonstraram boa ZILLE et al.,
PLGA revestidas com compatibilidade com a articulacdo de animais, ap6s 2010

hialuronato anfifilico

Microparticulas de PLGA
contendo em seu nicleo
SPIONSs, carregadas com
acetato de dexametasona

Microsferas de PLA
contendo MTX

Lipossomas contendo
diclofenaco de sodio,
incorporados em gel de
carbopol 940

Micelas poliméricas
baseadas em
polifosfazenos anfifilicos,
carregadas com
indometacina
Lipossomas contendo
lactoferrina

injecdo i.a., sendo observada uma fraca hiperplasia
sinovial. A resposta inflamatéria foi investigada e
constatou-se que ndo houve aumento da expressao de
MRNA para TNF-a e IL-1p.

As microparticulas apresentaram biocompatibilidade
com sinoviocitos e foram internalizadas por
fagocitose. Por analise histolégica constatou-se que
a formulacdo ndo induziu qualquer reacéo
inflamatdria na articulaco.

Nao foi possivel observar efeitos farmacol6gicos
apos tratamento com as microsferas de MTX ou
MTX livre em coelhos com artrite induzida, em
comparacao a tratamento com tampao fosfato.

O tratamento i.a. com a formulacdo inibiu a
hiperplasia sinovial, a infiltracdo leucocitéaria e a
erosdo de cartilagem e 0ss0s em animais com artrite
induzida. Além disso, a formulagdo foi mais efetiva
para o controle do inchaco articular do que uma
preparacdo comercial, destinada a aplicacdo topica,
contendo concentragcdo 10x maior de diclofenaco de
sodio.

As micelas demonstraram melhor controle do
inchago articular em animais com artrite induzida
guando comparadas a tratamento com indometacina
livre.

Em modelo animal de artrite, tanto a lactoferrina
lipossomada quanto livre foram efetivas para reduzir
0 escore artritico. In vitro, os lipossomas foram mais
eficientes em reduzir a producdo de TNF-a e IFN-y.
Além disso os lipossomas contendo lactoferrina
estimularam a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias.

BUTOESCU et
al., 2009

LIANG et al.,
2009

TURKER et al.,
2008

ZHANG et al.,
2007

TRIF et al.,
2007
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Quadro 1 - Sistemas de liberacdo investigados como alternativas para administracdo intralesional no tratamento
da artrite reumatoide

(continuac¢do)

Sistemas de liberagédo Principais resultados Referéncia
Microesferas de gelatina ~ Ap6s administracdo i.a. da formulacdo o tempo de LU etal., 2007
contendo flubiprofeno residéncia médio foi prolongado e a Cmax de

flubiprofeno foi 2x menor, em comparacdo a

aplicagdo do farmaco livre.
Hidrogel de polipeptideos Demonstrou-se que apos 48 h da aplica¢do i.a., 80% BETRE etal.,
semelhantes a elastina, da formulacdo permaneceu na articulagdo, 2006
com propriedades de percentual que caiu para menos que 10% em 14 dias
auto-aglomeracdo e que apos 28 dias, ainda era maior que 1%. Quando

foram injetados polipeptideos sem a propriedade de

auto-aglomeragdo, em 15 h, 60% da formulacéo

estava distribuida no sangue e menos de 1% restava

na articulacéo.
Lipossomas e niossomas ~ Os lipogelossomas e niogelossomas prolongaram TURKER et al.,
contendo diclofenaco de significativamente a liberacdo de diclofenaco in 2005
sodio, livres ou vitro, em comparacao aos lipossomas e niossomas.
incorporados a hidrogel
de Carbopol
Microesferas de PLGA A formulacdo liberou indometacina por 21 dias in PUEBLA et al.,
peguiladas contendo vitro, de forma mais lenta nos 9 primeiros dias. A 2005
indometacina formulacdo carregada, testada em cultura de

esplendcitos, resultou em uma viabilidade celular

entre 69 e 82%, e as microesferas Vvazias,

praticamente 100%.
Microsferas de quitosana A incluséo de celecoxibe em microesferas permitiu ~ THAKKAR et
contendo celecoxibe uma concentragdo 10x maior do farmaco no flluido al., 2004

sinovial, 24 h apds injecdo i.a., e menor distribuicéo

para outros 6rgdos, em comparagdo a solucdo do

farmaco. A avaliagdo histoldgica da articulacdo dos

animais  demonstrou auséncia de  reagdes

inflamatorias, indicando boa compatibilidade da

formulacéo.
Microsferas de PLA A Cmax de MTX resultante da injecdo i.a. de solu¢do ~ LIANG et al.,
contendo MTX do farmaco foi 10x superior & observada apos 2004

aplicacdo do farmaco veiculado pelas microsferas.
Complexo de quitosana Nesse estudo clinico, realizado com 16 pacientes  SONG et al.,
contendo %¢Ho portadores de artrite, constatou-se que ap6s 24 h da 2001

injecho i.a. da formulagdo, houve pouco

extravasamento da articulacdo, sendo detectados 0s

seguintes niveis de *%¢Ho: 0,3% no cérebro, 0,6% no

pulmédo, 0,7% no abdome e 0,8% na pelve. Os

principais efeitos colaterais foram dor transitéria no

joelho, pés-injecdo e inchacgo.
Microesferas de alboumina A formulacdo, quando comparada a microesferas TUNCAY etal.,
contendo diclofenaco de  vazias ou a diclofenaco de sodio em solucéo, 2000

sodio

promoveu uma reducdo significativa na detec¢do
cintilografica de lesbes artriticas, apos 30 dias de
injecdo i.a. em animais.
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Quadro 1 - Sistemas de liberacdo investigados como alternativas para administracdo intralesional no tratamento

da artrite reumatoide

(concluséo)

Sistemas de liberacéo

Principais resultados

Referéncia

Microesferas de
gelatina/sulfato de
condroitina contendo
albumina ou catalase

Coloide sulfuroso
contendo #8Re

Lipossomas contendo
clodronato

Macroagregados de
hidréxido férrico
contendo 5Dy

Lipossomas contendo
177Lu

Demonstrou-se que as microesferas sdo degradadas,
liberando 100% das proteinas, quando em presenga
de metaloproteases. A formulacdo ndo apresentou
citotoxicidade quando incubada com fibroblastos
sinoviais e ndo provocou resposta inflamatéria in
vivo.

Constatou-se que 48 h ap6s a aplicacdo i.a., 87% da
formulacdo permaneceu retida na articulagdo e que
as maiores atividades detectadas fora do joelho
foram no figado e nos rins.

Demonstrou-se que in vitro o clodronato
lipossomado afetou macréfagos de forma mais
rapida e efetiva do que na forma livre. Lipossomas
constituidos por fosfatidilglicerol (25-100%), os
quais apresentaram potencial zeta altamente
negativo e pressdao osmoética interna elevada,
propiciaram rapida liberagdo in vitro. Lipossomas
com carga neutra e iso-osméticos (constituidos por
100% de fosfatidilcolina) ndo liberaram.

De um total de 93 pacientes portadores de artrite, 63
puderam ser reavaliados 1 ano apds a administracdo
i.a. da formulagdo, dos quais 61% apresentaram
alivio completo ou quase completo dos sintomas,
pouco ou nenhum derrame articular e manutencgéo da
capacidade motora. Resultados moderados foram
observados em 23% e 16% apresentaram dor
continua, derrame articular e limitacdo da
mobilidade.

Em coelhos com artrite induzida, 47 dias apds o
tratamento i.a. constatou-se que a perda média de
radioatividade foi menor que 1% ao dia. Houve
melhora clinica e histologica dependendo da dose
administrada.

BROWN et al.,
1998

WANG et al.,
1995

MONKKONEN
et al., 1995

SLEDGE et al.,
1986

BARD;
KNIGHT;
PAGE-
THOMAS, 1985

Legenda: i.a.= intra-articular; EROs= espécies reativas de oxigénio; PEGMA= poli(etileno glicol) metacrilato;
m-PEG-PDL=metoxi-poli(etileno glicol)-b-poly(5-decalactona); MTX= metotrexato; PLGA=
poli(acido latico-co-acido glicolico); PCL= policaprolactona; PCLA= poli(e-caprolactona-co-lactido);
MPEG= metoxipoli(etileno glicol); PEG= poli(etileno glicol); PEC= complexo polieletrolitico; PLA=
poli(acido latico); NF= fator de necrose; iINOS= sintetase indutivel de 6xido nitrico; SPIONs=
nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas; siRNA= &cido ribonucleico silenciador;
MRNA= &cido ribonucleiro mensageiro; TNF= fator de necrose tumoral; Cmax= concentracao

plasmatica maxima
Fonte: DO AUTOR (2020)
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22 MTX

Em 1950 o MTX (FIGURA 1) foi introduzido na terapéutica para cancer (MEYER et
al., 1950) e na década de 70 surgiram indicagdes para outras patologias. Em 1988 foi aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratamento de artrite reumatoide
(CRONSTEIN; BERTINO, 2000). De acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica
0 MTX é classe 11, sendo uma molécula hidrofilica com baixa permeabilidade (logP = -1,85)
(HANSCH; LEO, 1995). E praticamente insolGvel em &gua, etanol, cloroférmio e éter,
levemente soltvel em acido cloridrico diluido e solivel em solugdes diluidas de hidroxidos

alcalinos e carbonatos (LEWIS, 1997). Portanto, sua solubilidade é pH dependente.

Figura 1 - Estrutura molecular de MTX

)\)If@)uj

Fonte: EUROPEAN Pharmacopoeia (2008)

Classificado como DMARD, o MTX é considerado o fA&rmaco de primeira escolha para
o tratamento de artrite reumatoide, em virtude de apresentar favoravel relagéo risco/beneficio e
baixo custo. Pode ser utilizado como monoterapia ou em associa¢do com outros DMARDs e/ou
com algum agente biologico se for necessario (CIPRIANI et al., 2014b). MTX é um antagonista
de &cido fdlico. O &cido fdlico é reduzido a dihidrofolato e, posteriormente, a tetrahidrofolato,
por atividade da enzima dihidrofolato redutase (DHFR). A participagdo dos folatos reduzidos é
crucial em vias metabdlicas que originam acido inosinico, um precursor de purinas, e acido
timidilico, nucleotideo especifico para acido desoxirribonucleico (DNA). MTX se liga a DHRF
e, portanto, prejudica a biossintese de DNA e acido ribonucleico (RNA). Altas doses de MTX,
como as que sdo utilizadas na terapia do cancer, comprometem em maior extensao a sintese de

DNA pelas células que se encontram na fase S do ciclo celular, por isso tecidos onde a
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renovacao celular ocorre com maior rapidez sdo mais suscetiveis a acdo citotoxica desse
farmaco (SEGAL; YARON; TARTAKOVSKY, 1990). Além da DHFR, 0 MTX também pode
inibir outras enzimas envolvidas na biossintese de nucleotideos como a timidilato sintetase, a
aminoimidazol carboxamida ribonucleotideo transformilase (AICART) e a amido fosfo-ribosil
transferase. Embora o mecanismo da ag&o anti-inflamatoria de MTX permanega controverso,
AICART tem sido apontada como potencial alvo de MTX para tratamento de artrite reumatoide
(INOUE; YUASA, 2014). A acdo benéfica de MTX em artrite reumatoide, a qual é observada
com dosagens mais baixas, estd mais relacionada a inibicdo da producgdo de citocinas pro-
inflamatorias do que & interferéncia na divisdo celular. A inibigdo de DHFR por MTX, impede
reacOes de transmetilacdo que sdo fundamentais para a sintese de poliaminas, compostos
comprovadamente envolvidos na patogénese de artrite reumatoide. Além disso, MTX provoca
um aumento na liberagdo de adenosina no meio extracelular o que reduz a producéo de TNF-a,
IL-6 e IL-8, eleva a secrecdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 e prejudica a adesédo celular
(CRONSTEIN, 1996).

A dose de MTX deve sempre ser ajustada de acordo com as caracteristicas fisicas do
paciente, o grau da doenca estabelecida e sua evolugdo. Pode ser administrado semanalmente

por via oral, subcutanea ou intramuscular (CIPRIANI et al., 2014).

Apds a administracdo oral o MTX é rapidamente absorvido na extremidade proximal do
jejuno. Como tal processo de absorcao é ativo, pode ser saturado (INOUE; YUASA, 2014,
ROON; LAAR, 2010), o que faz com que a biodisponibilidade a partir de doses mais altas de
MTX seja menor em relacdo a obtida com doses menores, pela via oral (BIANCHI et al., 2016;
KHAN; TRIPATHI; MISHRA, 2012; ROON; LAAR, 2010). A extensdo de absor¢do do MTX
é altamente variavel entre os individuos (INOUE; YUASA, 2014; LEBBE et al., 1994) ao
contrario da variabilidade intra-individual na biodisponibilidade, que é pequena (ROON;
LAAR, 2010). O MTX oral esta sujeito ao metabolismo de primeira passagem, por agdo das
enzimas aldeido oxidase e xantino oxidase, originando o metabdlito 7-hidroxi-MTX (ROON;
LAAR, 2010). Tal metabolito possui uma atividade anti-folato reduzida em relacdo a MTX
(FIEHN, 2010). De 5 a 7% da dose de MT X é excretada pela urina na forma hidroxilada. Menos
de 5% da dose administrada de MTX é metabolizado a é&cido 4-amino-desoxi-N10-
metilpteroico pela flora intestinal (KHAN; TRIPATHI; MISHRA, 2012; ROON; LAAR,
2010). Mais do que 80% do MTX administrado é excretado na forma intacta, preferencialmente
na urina (CIPRIANI et al., 2014; INOUE; YUASA, 2014).
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Normalmente, a meia vida sérica do MTX é de 6 a 9 horas (CIPRIANI et al., 2014). O
farmaco presente no plasma pode se ligar as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina
e assim ser transportado. A ligagéo entre a albumina e os farmacos baseia-se em interacdo entre
partes hidrofdbicas (forcas de Van der Waals) e interagdes eletrostaticas, por isso 0 complexo
proteina-ligante, o qual é capaz de atravessar o endotélio capilar, se desfaz quando entra em

contato com uma célula, propiciando a internalizacdo do farmaco (FIEHN, 2010).

O MTX pode ser transportado ativamente para o interior de eritrdcitos, leucdcitos,
hepatdcitos e sinovidcitos. A internalizacdo pode se realizar por carreadores que SA0 expressos
em muitas partes do corpo como o carreador de folato reduzido (CIPRIANI et al., 2014b;
FIEHN, 2010; INOUE; YUASA, 2014). Pode ocorrer também por meio do receptor de folato
(FC) -a, -B, ou -Y, 0s quais em células ndo ativadas possuem baixa afinidade por MTX.
Entretanto, FC-3 glicosilado, o qual esta presente em mondcitos ativados e macréfagos da
membrana sinovial de pacientes com artrite reumatoide, possui maior capacidade de ligacédo a
MTX e folatos (FIEHN, 2010; INOUE; YUASA, 2014).

No meio intracelular, por acdo da enzima folil-poliglutamato sintetase, 0 MTX pode
receber a adi¢do de um a seis residuos de glutamato (INOUE; YUASA, 2014; ROON; LAAR,
2010). O MTX poliglutamato constitui forma mais ativa para inibicdo da enzima AICART
(DERVIEUX; ZABLOCKI; KREMER, 2010; INOUE; YUASA, 2014) e ndo pode sofrer
efluxo celular, a menos que seja clivado gama-glutamil-hidrolase. O acimulo intracelular de
MTX-poliglutamato permite uma presenca intracelular prolongada de MTX apds administracdo
semanal (ROON; LAAR, 2010). Niveis mais altos de MTX acoplados a cadeias mais longas de
glutamato podem ser obtidos em funcdo da dose, do tempo de exposicdo ou da via de
administracdo, como por exemplo, pela administracdo parenteral ao invés de oral (DERVIEUX;
ZABLOCKI; KREMER, 2010).

A via oral é fortemente preferida em decorréncia do conforto propiciado e de seu custo
mais acessivel (CIPRIANI et al., 2014). Constatou-se que a divisdo da dose oral semanal, com
alguns dias de intervalo entre as administragdes, produz resultados mais eficazes do que o uso
de dose unica semanal (DHAON et al., 2018). Entretanto, valores séricos mais altos, 0s quais
sO sdo obtidos por administragdo parenteral, estdo associados com melhor resposta clinica em
individuos com artrite reumatoide (CIPRIANI et al., 2014). Vérios trabalhos reportaram uma
maior disponibilidade de MTX quando administrado parenteralmente (GOODMAN;
CRONSTEIN; BYKERK, 2015; ROON; LAAR, 2010; YAZICI; BATA, 2013), seja por via
intra-muscular (JUNDT et al., 1993) ou subcutanea (BIANCHI et al., 2016; HOEKSTRA et
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al., 2004; JAY, 2015; JUNDT et al., 1993; L1 et al., 2016; SHARMA,; SCOTT, 2015). Vinte e
quatro horas ap6s administracdo intra-muscular, foram encontrados niveis de MTX dez vezes
maiores na articulacdo do que no plasma (BOLOGNA et al., 1994; WIGGINTON et al., 1980).
Em termos de biodisponibilidade as vias intra-muscular e subcutanea foram consideradas
intercambiaveis (BROOKS et al., 1990; STAMP et al., 2006).

A administragdo parenteral de MTX também tem sido associada a uma maior eficacia
clinica para tratamento de artrite reumatoide (BIANCHI et al., 2016; BRAUN et al., 2008;
HAZLEWOOD et al., 2016; JAY, 2015; Ll et al., 2016; WEGRZYN; ADELEINE; MIOSSEC,
2004; YAZICI; BATA, 2013) e menor ocorréncia de efeitos colaterais (BIANCHI et al., 2016;
BRANCO et al., 2016; JAY, 2015; LI et al., 2016; SHARMA; SCOTT, 2015; WEGRZYN,;
ADELEINE; MIOSSEC, 2004; YAZICI; BATA, 2013), principalmente gastrointestinais, em
comparacdo a administracdo oral. Entretanto, alguns autores ndo encontraram diferenca quanto
a frequéncia de reacdes adversas quando as vias parenteral e oral foram comparadas (BRAUN
et al., 2008; HAZLEWOOQD et al., 2016).

A manifestacdo de toxicidade relacionada ao uso de MTX pode ser mais prevalente
quando associada a fatores de risco como: ingestdo de alcool, funcéo renal prejudicada, hipo-
albuminemia, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), hepatite B,
anormalidades pulmonares, obesidade e diabetes (AL-MALAQ; AL-ARFAJ; AL-ARFAJ,
2012; STAMP et al., 2006). Os efeitos colaterais relatados com maior frequéncia séo distirbios
gastrointestinais (AL-MALAQ; AL-ARFAJ; AL-ARFAJ, 2012; ASAI et al., 2019; KHAN;
TRIPATHI; MISHRA, 2012; KINDER et al.,, 2005; STAMP et al.,, 2006; TILLING;
TOWNSEND; DAVID, 2006), como vomito, ndusea, Ulcera na boca, diarreia, indigestdo, dor
abdominal, diverticulite e anormalidades da funcdo hepatica. O aumento das enzimas hepaticas
ALT e AST é comum durante a terapia com MTX, e a duplicacdo de seus niveis em relacdo aos
valores normais, constitui motivo para suspensdo do farmaco e realizacdo de biopsia hepéatica
(STAMP et al., 2006).

Disturbios pulmonares também sdo reportados (KHAN; TRIPATHI; MISHRA, 2012;
KIM; SONG; RYU, 2009; KINDER et al., 2005; SALEHI; MILLER; KHAING, 2017;
STAMP et al., 2006; SUEMORI et al., 2015) e incluem tosse improdutiva, dispneia, febre,
nédulos pulmonares, pneumonia instersticial, asma e fibrose pulmonar. A ocorréncia de
pneumonia também ¢ indicativo para retirada do MTX (STAMP et al., 2006) e ja levou a
desfecho fatal (KINDER et al., 2005). Também podem ocorrer altera¢cdes hematologicas (AL-
MALAQ; AL-ARFAJ; AL-ARFAJ, 2012; KHAN; TRIPATHI; MISHRA, 2012; KINDER et
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al., 2005; STAMP et al., 2006) como anemia, neutropenia, plaguetopenia e pancitopenia. A
pancitopenia severa associada a baixa dose de MTX é uma complicacdo potencialmente grave,
que pode ocorrer a qualquer momento durante a terapia e ja levou paciente de artrite reumatoide
a obito (CALVO-ROMERO, 2001).

Podem ocorrer ainda efeitos colaterais cutaneos (KHAN; TRIPATHI; MISHRA, 2012;
KINDER et al., 2005; STAMP et al., 2006) como rash, prurido, alopecia e dermatite. Também
ja houve relatos de leucoencefalopatia (GONZALEZ-SUAREZ et al., 2014; WORTHLEY:
MCNEIL, 1995), dano renal decorrente de infiltracdo neutrofilica e stress oxidativo (KOLLI et
al., 2009) e de meningite asséptica (HAWBOLDT; BADER, 2007)

A administracdo intra-articular de MTX, embora menos explorada, representa uma
alternativa para tentar minimizar a exposicao sistémica. Tal via de aplicacdo ja foi avaliada
clinicamente para o tratamento de pacientes com artrite reumatoide e resultou na diminuigédo de
sinais inflamatorios sistémicos e locais, apds aplicacdo no joelho, na dose de 10 mg e com
frequéncia semanal (IAGNOCCO et al., 2006). A mesma dosagem também ja foi aplicada em
articulagdes de tamanho médio (tornozelo, pulso e cotovelo) e propiciou a diminuic¢éo do grau
de sinovite (MORTADA; ABDELWHAB; ELGAWISH, 2018).

Uma outra alternativa pra se otimizar a eficacia clinica do MTX é o desenvolvimento
de sistemas de liberacdo, destinados a uma acdo farmacoldgica mais restrita ao sitio
inflamatorio. Em pesquisa na base de dados MedL.ine, realizada no dia 24/06/20, utilizando-se
os termos “methotrexate” AND “rheumatoid arthritis” AND “drug carriers” OR “drug delivery
systems” OR “dosage forms” OR “drug administration routes”, foram encontrados 46 sistemas
de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide, os quais

encontram-se relacionados e referenciados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(continua)

Sistemas de liberacio |

Principais resultados

Referéncias

Nanoparticulas de PEG-
PLGA, contendo MTX,
revestidas com filme de Au

Lipossomas contendo
MTX e catalase,
constituidos por
monoestearato de PEG
conjugado com folato

Nanoparticulas com
capacidade de auto-
montagem, constituidas por
quitosana glicdlica
modificada com éacido
estedrico, carregadas com
MTX

Micelas hibridas
constituidas por polimero
conjugado a MTX,
contendo micro RNA124

Lipossomas duplos
conjugados a folato,
contendo prednisolona e
MTX

A liberacdo de MTX pelas particulas foi
acelerada pela geracdo local de calor apés
irradiacio  com  infravermelho  préximo.
Observou-se acimulo da liberacdo em sitios
inflamados, apds administracdo endovenosa. O
tratamento com a formulacdo associado a
aplicacdo  de infravermelho  promoveu
recuperacdo da artrite induzida em animais, a
nivel de histologia e de citocinas inflamatorias
plasmaticas, equivalente ao controle positivo de
tratamento.

Estudos in vitro mostraram que a formulacédo
apresentou liberacdo de farmaco sensivel a
EROs, aumento na internalizagdo celular por
endocitose mediada por folato e alta
citotoxiciade frente a células RAW 264,7
ativadas. As analises in vivo revelaram um tempo
de circulagdo prolongado, aumento do acimulo
de MTX em sitios de inflamacdo em animais
com artrite, eficacia terapéutica reforcada e
toxicidade minima em outros &rgdos, apo6s
administragdo endovenosa.

Constatou-se in vitro uma alta captagdo da
formulag&o por células RAW264,7. Em modelo
animal de artrite, houve alto acimulo da
formulagdo em articulagdes inflamadas, apos
administracdo  sistémica. A formulagdo
apresentou eficécia terapéutica maior em relagédo
a MTX livre.

Constatou-se in vitro que a captacdo da
formulacéo por células RAW264,7 foi mediada
por receptor de folato. O micro RNA foi liberado
do endossoma e hiporregulou o fator nuclear de
células T citoplasméaticas 1 ativadas. A
formulagdo se acumulou em articulagbes
inflamadas de ratos com artrite e exerceu efeito
anti-inflamatorio e protetor dsseo.

Os lipossomas funcionalizados com folato foram
mais eficientes do que lipossomas simples e do
que solucdo dos farmacos livres para controle do
edema de pata em ratos com artrite induzida. A
presenca do folato aumentou o direcionamento
para os sitios de inflamac&o, apds administracao
endovenosa.

(HA et al., 2020)

(CHEN et al.,
2019)

(LI et al., 2019)

(HAO et al., 2019)

(VERMA et al.,
2019)
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20
(continuacgdo)

Sistemas de liberacio | Principais resultados | Referéncias

Lipossomas deformaveis
contendo MTX, dispersos
em hidrogel de hidroxietil
celulose

Micelas poliméricas
constituidas por PCL-PEG
e PEI-PEG, carregadas
com MTX e siRNA para a
proteina Notch-1

Nanoparticulas lipidicas
poliméricas peguiladas
compostas por PLGA e
poliacetal PK3, carregadas
com MTX e
funcionalizadas com éacido
félico e &cido esteérico-
octa-arginina

Micelas constituidas por
um conjugado de acido
sialico, dextrana e acido
octadecanoico, carregadas
com MTX

MTX e nanoparticulas de
fosfato de célcio contendo
SiRNA para NF-kB foram
encapsulados em lipossoma
peguilado funcionalizado
com folato

A formulacdo ndo apresentou qualquer sinal de
irritacdo ou toxicidade dérmica. Houve liberagdo
sustentada por até 48 h, com baixo acimulo no
figado, rins e intestino. O tratamento
transdérmico com o nanogel melhorou
significativamente o edema de pata, o score de
artrite e o dano articular (avaliado por histologia
e radiologia) em ratos com artrite induzida.
Houve reducéo dos niveis séricos de TNF-a e IL-
6.

Ap6s administracdo endovenosa em ratos, a
formulagdo propiciou AUC e ti; 4 e 6 vezes
maiores, respectivamente, em comparagdo a
MTX livre. Em animais com artrite induzida
houve reducéo significativa do edema de pata,
diminuicdo do score de artrite e retardo na
evolucdo da doenca.

As nanoparticulas desenvolvidas foram mais
eficazes que MTX livre para melhorar os indices
de artrite, normalizar os indices séricos de TNF-
a, IL-1 e IL-6 e reparar as alteracOes histoldgicas
da articulacdo em ratos com artrite induzida,
ap6s administracdo subcuténea. Estudos in vitro
demonstraram maior liberacdo de MTX em
ambiente &cido e internalizacdo por macréfagos
mediada por receptores de folato.

Em ratos com artrite induzida tratados
endovenosamente com a formulagcdo houve
inibicdo significativa da resposta inflamatoria
concomitante com niveis reduzidos de ALT,
AST, creatinina e uréia. Tais animais também
apresentaram densidade Ossea
significativamente maior do que os receberam
MTX livre.

Em camundongos com artrite induzida tratados
com a formulacdo por via endovenosa, houve
uma reducao significativa do edema de pata, dos
indices de artrite e dos niveis séricos de TNF-a e
IL-1. A formulacdo ndo reduziu o nimero de
leucécitos, ao contrério do que ocorreu com
MTX livre, indicando menor toxicidade. Estudos
com células RAW 264,7 mostraram que a
formulacdo foi mais internalizada por células
inflamadas do que ndo inflamadas e que a
presenca do folato aumentou a internalizag&o.

(SADARANI et
al., 2019)

(ZHAO; ZHANG,
2018)

(ZHAO etal.,
2018b)

(XU et al., 2018a)

(DUAN; LI, 2018)



41

Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(continuacgdo)

Sistemas de liberacdo

Principais resultados

|

Referéncias

Nanoparticulas de
hidroxiapatita carregadas
com MTX, teriflunomida
ou com
MTX+teriflunomida

Lipossomas
ultradeformaveis contendo
MTX, incorporados a
hidrogel de carbopol

Nanoparticulas de
guitosana carregadas com
MTX ou dexametasona

Nanoemulséo lipidica de
MTX e etanercept
conjugada com albumina

Aspassomas de MTX
incorporados em hidrogel
de Carbopol 940

MTX incorporado em
carreador constituido por
um ndcleo hidrofdbico de
PLGA e poli(ciclohexano-
1,4-diilacetona dimetileno
acetal), revestido por
lecitina e funcionalizado
com PLGA peguilado
acoplado a folato

Em ratos com artrite induzida tratados com
nanoparticulas carregadas com
MTX+teriflunomida, houve reducdo no
didmetro do tornozelo e do score de artrite. A
microarquitetura do tornozelo foi restaurada e
néo se observou hepatotoxicidade.

A formulagdo, aplicada topicamente no joelho,
aliviou significativamente a severidade da
inflamacgédo por reduzir o edema, as alteracOes
histologicas e o acumulo de neutrofilos em ratos
com artrite induzida. Houve reducéo dos niveis
de TNF-a e IL-113. A permeagdo in vitro foi 2,5
vezes maior que a de hidrogel contendo MTX
livre.

As  nanoparticulas  demonstraram  alta
biocompatibilidade em ensaio de atividade
hemolitica ex vivo. A  administragdo
intraperitoneal das nanoparticulas em ratos
promoveu melhor controle dos indices de artrite,
didmetro de tornozelo e edema de pata, em
comparagao aos farmacos livres.

Ap6s administracdo endovenosa em ratas, a
formulagdo completa foi significativamente
mais efetiva que uma solucdo dos farmacos
livres ou uma emuls&o contendo os farmacos ndo
acoplada a albumina para controle da artrite.
Observou-se redugdo no escore de artrite, nos
niveis de citocinas inflamatdrias e nas alteraces
histologicas (infiltrados de células inflamatdrias,
hiperplasia sinovial, erosdo éssea e cartilaginosa
e estreitamento do espaco sinovial).

A aplicagdo transdérmica da formulagdo em
ratos com artrite reduziu o didmetro de pata, 0s
niveis de AST, ALT, TNFa e ILf3, o dano a
cartilagem, a inflamacéo, a formacao de panus e
a reabsorcao dssea.

A funcionalizacdo com folato aumentou a
internalizacdo e a citotoxicidade do carreador
frente a macrofagos ativados (RAW 264,7). Os
carreadores funcionalizados com folato foram
mais efetivos que MTX livre e carreadores nao
funcionalizados para controle dos indices
clinicos de artrite, alteracdes histologicas
sinoviais e reducdo dos niveis séricos de TNF-a.
e IL-6 em ratos, apds tratamento endovenoso.

(PANDEY et al.,
2018)

(ZEB etal., 2017)

(KUMAR et al.,
2017b)

(LI etal., 2017)

(GHOSH et al.,
2017)

(ZHAO et al.,
2017)
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(continuacgdo)

Sistemas de liberacdo

Principais resultados

|

Referéncias

Nanoparticulas peguiladas
de &cido hialurénico
carregadas com MTX e
mineralizadas com fosfato
de célcio

Agregado de proteina
ligante de folato contendo
MTX

Submucosa de intestino
delgado entrecruzada,
carregada com MTX

Carreadores lipidicos
nanoestruturados
carregados com MTX
incorporados a hidrogel de
carbopol, contendo
promotor de absorcéo (a-
terpineol 2%)

Conjugado de MTX com
acido hialurénico

Dendrimeros contendo
MTX e/ou acido folico
conjugados

Constatou-se que a peguilacéo foi eficiente para
evitar o direcionamento das particulas para o
figado e, portanto, propiciar entrega seletiva do
farmaco no sitio de inflamagao. Observou-se que
o sistema foi internalizado por endocitose
envolvendo vérias hialaderinas, inclusive CD44,
estabilina 2 e RHAMM.

Em concentracfes terapeuticamente relevantes,
0 agregado proteico contendo MTX é
transportado de maneira similar a proteina nativa

Apo6s administragdo intra-articular em ratos,
constatou-se que a formulagdo persistiu na
articulacdo dos animais por mais que 40 dias.
Houve reparo efetivo da artrite, com ampla
regeneracao de condrécitos e restauragdo do
contetdo de glicosaminoglicanas, em relagéo ao
grupo tratado com o veiculo

A formulagdo promoveu reducéo de inflamagéo
e apoptose em modelo de artrite experimental in
vitro, via regulagdo por NF-kB e FOXO1. A
aplicacdo transdérmica da formulacdo contendo
0 promotor de absorcdo foi superior para
diminuicdo dos niveis de artrite, reducdo dos
niveis plasmatico e sinovial de TNF-a, IL-1, IL-
6 e metaloproteinase 1 e iNOS sinovial. Também
houve melhora na histologia articular.

Em ratos, o tratamento intra-articular com a
formulagdo aliviou a artrite td0 potentemente
guanto o tratamento com MTX oral, contudo,
ndo induziu toxicidade hematoldgica, como
ocorreu com o farmaco livre. A concentracdo
maxima de MTX plasmaético foi 40 vezes maior
apos administracdo oral de MTX do que apds
administragdo intra-articular da formulag&o.

Ap6s o tratamento endovenoso de ratos
artriticos, os grupos que receberam dendrimeros
conjugados com MTX ou com MTX+acido
félico apresentaram reducdo no volume de pata
e didmetro do tornozelo, com atividade
equivalente a de MTX livre. Para o controle das
alteragdes histoldgicas, o dendrimero contendo
apenas MTX foi equivalente ao MTX livre e
superior ao dendrimero contendo MTX+acido
félico. Ambos os dendrimeros mostraram-se
menos tdxicos para o baco do que 0 MTX livre.

(ALAM et al.,
2017)

(MERZEL etal.,
2017)

(KIM et al., 2016a)

(GARG et al.,
2016a)
(GARG et al.,
2016b)

(TAMURA et al.,
2016b)

(Ql etal., 2015)
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(continuacgdo)

Sistemas de liberacio | Principais resultados | Referéncias

Nanocapsulas lipidicas
contendo MTX

Lipossomas contendo um
fragmento hidrofobico de

Apbs administracdo intra-peritoneal em ratos
com artrite induzida, a formulacéo resultou em
reducdo mais precoce da artrite, em comparacéo
a MTX livre, além de reducdo mais efetiva dos
niveis de TNF-o e PCR. Apds incubagdo com
células mononucleares sinoviais, houve reducéo
mais significativa da producéo de citocinas pro-
inflamatdrias e citocinas derivadas de células T
(IFN-Y e IL-17).

Os lipossomas apresentaram direcionamento
seletivo para receptores de folato presentes em

proteina surfactante macréfagos ativados. Em  camundongos
conjugado a um ligante e artriticos, o tratamento intraperitoneal com a
folato, carregados com formulagdo  reduziu a  expressdo  das

MTX

Acido hialurénico
carregado com MTX (Met-
HA); microcapsulas de
PLGA carregadas com
dexametasona (Dex-M);
Dex-M dispersas em Met-
HA (Met-HA/DEX-M)

Lipossomas catidnicos
contendo MTX

Lignina impregnada com
MTX (MTX-L), silica-gel
impregnada com MTX
(MTX-SiO,) e
nanocomposito de silica e
ferro impregnado com
MTX (MTX-Fe304/SiO,)

ectonucleotidases CD39 e CD73, o que foi
correlacionado a menores indices de artrite.

Ratos tratados intra-articularmente com Met-
HA/Dex-M apresentaram uma recuperacdo da
artrite mais significativa e mais rapida do que os
animais tratados com Met-HA e Dex-M
separadamente (segundo avaliacdo de eritema e
edema de pata e avaliacdo histolégica da
articulacdo).

Em camundongos com artrite a administragdo
endovenosa da formulagdo reduziu
significativamente a interacdo celular endotelial
com plaquetas e leucdcitos, a densidade capilar
funcional e o didmetro do joelho. A reducdo da
densidade capilar funcional também foi
significativa em relacdo ao farmaco livre e aos
lipossomas vazios.

Os trés sistemas  propostos, quando
administrados por via intraperitoneal em ratos,
foram eficazes para suprimir os sinais clinicos de
inflamacdo severa na articulagdo metatarsica, o
que ndo foi observado para MTX livre. Além
disso, reduziram a expressdo de RNAm para
INF-Y e IL-17. MTX-SiO, foi o sistema que
melhor recuperou as caracteristicas histoldgicas
do joelho, embora os outros dois sistemas
também tenham sido benéficos neste aspecto.
Animais tratados com MTX livre apresentaram
alteragdes histologicas no bago, figado e
testiculos. MTX-Fe304/SiO, preservou a
histologia do baco, MTX-L a hepatica, e todos
0s trés, a dos testiculos.

(BOECHAT etal.,
2015)

(NOGUEIRA et
al., 2015)

(SON et al., 2015)

(GOTTSCHALK
et al., 2015)

(WAHBA et al.,
2015)
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(continuacgdo)

Sistemas de liberacdo

Principais resultados

|

Referéncias

Nanoparticulas lipidicas
s6lidas funcionalizadas
com anticorpo anti-CD4,
contendo MTX e SPIONs

Nanoparticulas peguiladas
de PLGA carregadas com
MTX parcialmente
recobertas por camadas de
ouro e ferro, conjugadas a
acido aspartico-glicina-
arginina

MTX esterificado a acido
hialurénico

Nanoparticulas de trimetil-
quitosana contendo MTX e
dexametasona,
funcionalizadas com acido
polisialico

MTX incorporado a
microsferas compostas por
albumina e PLGA

Co-associagdo de MTX e
SPIONSs veiculados por
nanoparticulas de PLGA
funcionalizadas com
anticorpos anti-CD64

Constatou-se baixa toxicidade frente a linhagem (ALBUQUERQUE

celular de mondcitos humanos (THP-1).

et al., 2015)

Em camundongos com artrite induzida, a (KIM etal., 2015)

administracdo endovenosa das nanoparticulas,
combinada a exposicao a radiacdo 1V, resultou
em eficécia terapéutica evidenciada por reducédo
do score de artrite e melhora das alteracGes
histoldgicas. A associacdo de um campo
magnético potencializou ainda mais o tratamento
e favoreceu o direcionamento e retencdo da
formulagdo nos sitios inflamados. N&o foram
detectados sinais de toxicidade.

Em ratos com artrite induzida, a administragdo
endovenosa da formulacdo foi mais efetiva do
que MTX livre na reducédo de indices artriticos,
de edema de pata e de alteracGes histoldgicas
(infiltrado de células inflamatdrias, formacao de
pano e destruicdo da cartilagem articular).
Também houve reducdo significativa de
citocinas séricas pro-inflamatérias (TNF-a, IFN-
Y, IL-6 e IL-2) e dos marcadores de progressao
de artrite IgG1 e 1gG2a. Por imageamento de
fluorescéncia no IV proximo foi possivel
constatar acumulo seletivo da formulagdo nos
sitios inflamados.

O efeito das nanoparticulas carregadas sobre os
niveis de IL-6 e IL-8 em cultura de células SW-
982 estimuladas por IL-1 foi equivalente ao dos
farmacos livres. No mesmo estudo in vitro, as
nanoparticulas vazias elevaram o nivel de fator
estimulante de col6nia de granuldcitos .
Verificou-se que o aumento da proporcdo de
albumina no carreador reduziu o efeito burst
observado na liberacdo in vitro e aumentou a
viabilidade de células RAW 264,7.

O sistema proposto mostrou-se mais toxico para
células RAW 264,7 do que MTX livre. O sistema
ndo carregado com MTX apresentou-se seguro
para a mesma linhagem celular até a
concentracao de 10 pg.mL™.

(SHIN et al., 2014)

(ZHANG;
WARDWELL;
BADER, 2014)

(MISAK et al.,
2014)

(MOURA et al.,
2014)
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(continuacgdo)

Sistemas de Liberacio | Principais resultados | Referéncias

Nanoemulséo lipidica
contendo MTX esterificado
a brometo de dodecila

A administracdo intra-articular da formulacdo (MELLOetal.,
em coelhos com artrite induzida reduziu 2013)
significativamente a infiltracdo leucocitéria

sinovial e o0 extravasamento de proteinas

Nanoparticulas de PLGA
contendo MTX,
parcialmente recobertas
com Au e funcionalizadas
com o peptideo RGD

MTX incorporado a
diferentes matrizes
mesoporosas: MgAl-LDH
(hidréxido de dupla
camada); SBA-15 e MCM-
41 (silicas mesoporosas) e
MC (carbono mesoporoso)

Lipossomas peguilados e

lipossomas convencionais
revestidos com quitosana,
ambos contendo MTX

MTX conjugado ao
peptideo cIBR

plasmaéticas para o liquido sinovial. Em animais
tratados com MTX comercial ou com o veiculo
da formulacdo proposta ndo foram observados
efeitos anti-inflamatorios.

Ap6s administracdo endovenosa em ratos, as
nanoparticulas se acumularam seletivamente no
sitio de inflamag&o. Mediante radiagdo com IV
proximo, o tratamento com as nanoparticulas
proporcionou efeitos terapéuticos maiores sobre
a artrite induzida, em comparacéo a solucdo de
farmaco livre, embora a concentragdo de MTX
nas nanoparticulas fosse 1/930 do que o MTX
em solucéo.

As matrizes MgAI-LDH e SBA-15 se mostraram
capazes de controlar melhor a liberagdo de MTX
em tampdo fosfato, em relacdo a solucdo de
farmaco livre.

O revestimento com quitosana aumentou a
estabilidade fisica e a eficiéncia de
encapsulagdo. Tanto os lipossomas peguilados
guanto os revestidos com quitosana propiciaram
liberacdo mais sustentada de MTX do que
lipossomas ndo revestidos. Os lipossomas
peguilados e os revestidos com quitosana foram
igualmente eficientes e superiores a MTX livre
para controle do edema de pata em ratos com
artrite induzida, os quais foram tratados por via
endovenosa.

A administracdo endovenosa do conjugado a
ratos suprimiu a artrite nos joelhos e preveniu a
inflamacé&o periarticular e a reabsor¢do dssea, na
maior dose testada (5,0 mg.kg?). Sua eficacia in
vivo foi considerada baixa, o que foi atribuido a
baixa estabilidade do conjugado no plasma.

(LEE et al., 2013)

(ALEXA et al.,
2013)

(PRABHU et al.,
2012)

(MAJUMDAR et
al., 2012)
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Quadro 2 - Sistemas de liberacdo contendo MTX destinados ao tratamento de artrite reumatoide referenciados
no MedLine até 24/06/20

(conclusdo)

Sistemas de liberacdo

Principais resultados

Referéncias

MTX conjugado ao
dominio de transdugéo da
proteina humana Hph-1

Microsferas contendo
MTX

MTX acoplado a albumina
enddgena

Filmes poliméricos de
HPMC carregados com
MTX

Microsferas de poli(acido
L-latico) carregadas com
MTX

MTX covalentemente
acoplado a albumina

Em camundongos com artrite induzida, o
tratamento com o conjugado, por via
transcutanea reduziu significativamente o
infiltrado celular inflamatdrio, a hiperplasia
sinovial, a destruicdo 6ssea e os niveis de TNF-
a, IL-13, IL-6, INOS e COX-2. N&o foi
detectada toxicidade sisttémica, mediante
monitoramento da contagem de leucdcitos e
plaquetas, quantificacdo de hemoglobina, AST,
ALT, nitrogénio sanguineo e creatinina.

Nem as microsferas carregadas com MTX e nem
o farmaco livre, administrados intra-
articularmente, foram capazes de controlar as
alteragdes histoldgicas na articulagdo do joelho
de coelhos com artrite induzida.

O conjugado foi tdo eficaz na supressao de artrite
quanto MTX livre, apesar de possuir 20% do teor
da solucdo de farmaco, quando administrados
endovenosamente em ratos com artrite no
estagio inicial. Quando os tratamentos foram
aplicados num estdgio tardio da patologia,
apenas o0 conjugado apresentou atividade
terapéutica.

Os estudos de liberagéo in vitro indicaram que 0s
patches desenvolvidos seriam adequados para
liberagdo transdérmica. Essa indicacdo foi
confirmada pela avaliagdo de pardmetros
farmacocinéticos apos aplicacdo dos patchs no
dorso de coelhos saudaveis.

A injecdo intra-articular da formulacdo em
coelhos resultou em uma concentragdo
plasméatica de MTX dez vezes menor que a
observada com o farmaco livre administrado
pela mesma via.

O conjugado, administrado  por via
intraperitoneal, foi significativamente mais
efetivo que MTX livre para a supressdo do inicio
da artrite em ratos.

(LEE etal., 2012)

(LIANG et al.,
2009)

(FIEHN et al.,

2008)

(CHANDAK;
VERMA, 2008)

(LIANG et al.,
2004)

(WUNDER et al.,
2003)

Legenda: MTX= metotrexato; TNF= fator de necrose tumoral; IL= interleucina; PCL= poli(caprolactona);
PEG= poli(etilenoglicol); PEI= poli(etilenoimina); AUC= &rea sob a curva; ti,= tempo de meia-vida
plasmatica; PLGA= poli(acidos latico e glicolico); ALT= alanina aminotransferase; AST= aspartato
aminotransferase; siRNA= &cido ribonucleico silenciador; NF-kB= fator de necrose kappa beta;
FOXO1= Fork Head Box 01; iNOS= sintetase indutivel de dxido nitrico; PCR= proteina C reativa;

IFN= interferon;

superparamagnéticas; COX= ciclo-oxigenase. Fonte: DO AUTOR (2020)

IgG= imunoglobulina G; SPIONs= nanoparticulas de O&xido de ferro
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Pela analise dos dados reportados no Quadro 2 verifica-se que as nano ou
microparticulas tem sido os sistemas de liberacdo contendo MTX (ALAM et al., 2017;
ALBUQUERQUE et al., 2015; CHEN et al., 2019; DUAN; LI, 2018; HA et al., 2020; HAO et
al., 2019; KIM et al., 2015; KUMAR et al., 2017b; LEE et al., 2013; LI et al., 2019; LIANG
etal., 2004, 2009; MERZEL et al., 2017; MISAK et al., 2014; MOURA et al., 2014; PANDEY
et al., 2018; ZHANG; WARDWELL; BADER, 2014; ZHAO et al., 2017, 2018b) mais
explorados como alternativa terapéutica para artrite reumatoide (FIGURA 2). Na maioria dos
ensaios in vivo para pesquisa de atividade bioldgica empregou-se a via endovenosa para
administracdo (CHEN et al., 2019; DUAN; LI, 2018; FIEHN et al., 2008; GOTTSCHALK et
al., 2015; HA et al., 2020; KIM et al., 2015; LEE et al., 2013; LI et al., 2019; MAJUMDAR et
al., 2012; PRABHU et al., 2012; QI et al., 2015; SHIN et al., 2014; VERMA et al., 2019; XU
et al., 2018a; ZHAO; ZHANG, 2018; ZHAO et al., 2017).

Figura 2 - Classificagdo dos sistemas de liberagdo contendo metotrexato para tratamento de artrite reumatoide,
referenciados no MedLine até 24/06/20, segundo o tipo de carreador (A) e a via de administracdo
pesquisada (B)

Nano ou microparticulas (17)

Lipossomas (8)

Conjugados com biomoléculas (7)

Micelas (4)

Matrizes poliméricas impregnadas (4)
Nanoemulsdes (2)

Carreadores lipidicos nanoestruturados (1)
Aspassomas (1)

Dendrimeros (1)

Mucosa entrecruzada (1)

A

LTI

mmmm cndovenosa (17)
intraperitoneal (6)
e transdérmica (5)
= intra-articular (5)
=== subcutanea (1)

Fonte: DO AUTOR (2020)

Houve a intencdo de se promover direcionamento para sitios de inflamag&o em 26% dos
sistemas reportados, sendo que para isso o recurso utilizado com maior frequéncia foi a
funcionalizacdo com folato (DUAN; LI, 2018; MERZEL et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2015;
VERMA et al., 2019; ZHAO et al., 2017, 2018b). Outras estratégias voltadas para entrega
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seletiva consistiram na associagdo a nanoparticulas de ferro superparamagnéticas (SPIONSs)
(ALBUQUERQUE et al., 2015; MOURA et al., 2014) ou no revestimento da particula com
ferro e ouro (KIM et al., 2015), de forma que a formulacédo pudesse ser atraida para o local de
interesse mediante aplicacdo de radiagdo externa, ou no acoplamento a anticorpo (MOURA et
al., 2014), peptideos (LEE et al., 2013; MAJUMDAR et al., 2012) ou fragmento de dominio
proteico (LEE et al., 2012), os quais teriam afinidade por células envolvidas no processo

inflamatorio.

A associacao de nanocarreadores particulados contendo MTX a hidrogel, como possivel
alternativa terapéutica para artrite reumatoide, também foi investigada por outros autores
(GARG et al., 2016b; GHOSH et al., 2017; SADARANI et al., 2019; ZEB et al., 2017).
Entretanto, em nenhum dos trabalhos encontrados foram utilizadas matrizes com propriedade

de gelificacdo in situ.

Embora desde 2003 sistemas para liberacao seletiva de MTX, destinados ao tratamento
de artrite reumatoide, estejam sendo relatados (WUNDER et al., 2003), até 0 momento apenas
formulacdes tradicionais estdo disponiveis no mercado (FIGURA 3), com predominio das
solucdes injetaveis tanto no Brasil (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
(BRASIL), 2019), quanto nos Estados Unidos (U.S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION,
2019).
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Figura 3 - Formas farmacéuticas de metrotrexato aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (A)
e pelo U.S. Food and Drug Administration (B), disponiveis no mercado atualmente

A
= solucdo injetavel 25 mg.mL'1 (6)
=== solucdo injetavel 100 mg.mL'1 (5)
=== comprimido oral 2,5 mg (2)

B solucdo injetavel 25 mg.mL'1 (8)

comprimido oral 2,5 mg (1)
comprimido oral 5 mg (1)

comprimido oral 7,5 mg (1)
comprimido oral 10 mg (1)
comprimido oral 15 mg (1)

solucdo subcutanea 25 mg.mL’1 (1
solu¢do subcutanea 37,5 mg.mL’1 (M
solucdo subcutanea 50 mg.mL’1 (2)
solucao subcutanea 62,5 mg.mL'1
solugcdo subcutanea 31,25 mg.mL"
solucdo subcutanea 43,75 mg.mL"
solugcdo subcutanea 56,25 mg.mL"
solugcéo oral 2 mg.mL'1 (1)

1

)
)

(
1
1
1

)
(1)
(1
(1

LEEERRLEHTT

Fonte: DO AUTOR (2019)

2.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMACOS

Os sistemas nanoestruturados permitem que o ativo neles incorporado seja absorvido
através das barreiras bioldgicas, seja a barreira hemato-encefalica, as mucosas ou a pele,
atingindo a corrente sanguinea, e podem ainda direcionar o transporte do farmaco pelo
organismo. Tais sistemas podem oferecer inimeras vantagens: aumento da estabilidade fisico-
quimica; melhora da solubilidade; maior carregamento de farmaco, seja por interacdes fisicas
ou adsorcdo; possibilidade de incorporagdo de moléculas bioativas altamente instaveis (como
macromoléculas e peptideos); promocdo do transporte através das barreiras biologicas;
atribuicdo de especificidade, liberando o farmaco no seu local de acdo; prevencdo da
degradacédo do farmaco antes que seu alvo seja atingido; melhor controle em relacdo ao tempo

de distribui¢do no organismo; maior biodisponibilidade; diminuicdo da toxicidade; reducédo da
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dose; menor incidéncia de efeitos adversos (ARACHCHIGE; RESHETNYAK; ANDREEV,
2015; BREGOLI et al., 2016; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2016).

DIRECIONAMENTO PASSIVO

O direcionamento de farmacos proporcionado pela nanotecnologia pode ocorrer de
forma passiva ou ativa. A conducéo passiva decorre primeiramente do tamanho reduzido, o que
permite atravessar 0s vasos sanguineos. Além disso, no caso de canceres, também é propiciada
pelo efeito de permeacéo e retencdo aumentada, observado principalmente em tumores, onde
ocorre um aumento do extravasamento dos vasos sanguineos somado a funcgdo linfatica

comprometida, resultando num acumulo do farmaco no sitio patologico.

Independente da presenca de ligantes que direcionem seletivamente para um
determinado sitio, 0s nanocarreadores por si SO ja apresentam potencial para serem
reconhecidos e internalizados, principalmente pelas células do sistema imunolégico, a exemplo
dos macréfagos. Uma vez presentes nos fluidos extracelulares, ocorre uma adesdo de proteinas
e outras macromoléculas a superficie da nanoestrutura, fenémeno conhecido como opsonizacao
(GUSTAFSON et al., 2015). A partir do momento em que tais proteinas integram a coroa
proteica, seu reconhecimento pelo sistema fagocitico assim como sua participacdo em eventos
intracelulares pode ser diferente em relagdo a sua forma livre (BERTOLI et al., 2016). Isso
ocorre porgue dependendo da curvatura da superficie do nanomaterial e de suas caracteristicas
topoldgicas, ha uma alteracdo conformacional da proteina. Devido a mudanca de conformacéo
proteica, epitopos inicialmente protegidos pelo enovelamento podem ficar expostos e ativar a

resposta dos macrofagos estimulando a internalizacao celular (GUSTAFSON et al., 2015).

DIRECIONAMENTO ATIVO

A superficie dos nanocarreadores € passivel de funcionalizagdo com ligantes que
possam ser reconhecidos por receptores super expressos nas células alvo, o que caracteriza o
direcionamento ativo (BREGOLI et al.,, 2016). Na artrite reumatoide, por exemplo, 0s
monaocitos/macrofagos sdo considerados excelentes alvos terapéuticos uma vez que encontram-
se massivamente infiltrados nas articulagdes inflamadas e produzem TNF-o, o principal
mediador da inflamag&o na mencionada doenca (DAVIGNON et al., 2013). Sabe-se que ocorre
uma elevada expressdo de receptores para manose e fucose em macréfagos, mediante a presenca
de determinados estimulos (STAHL; GORDON, 1982). Entre esses estimulos estdo as
infec¢des, situacdes nas quais as células de defesa apresentam um maior nimero do mencionado

receptor com o intuito de favorecer a captura do micro-organismo, o qual possui sacarideos em
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sua parede celular. A funcionalizacdo de nanocarreadores com moléculas de manose
comprovadamente aumenta sua internalizacdo por macrofagos infectados via transporte ativo
(ASTHANA et al., 2015). Embora artrite reumatoide ndo seja um processo infeccioso, ja foi
constatada a expressdo de receptores de manose por macréfagos in vitro e in vivo, no fluido
sinovial de patas inflamadas de animais com artrite induzida, enquanto que sua expresséo foi

relativamente baixa em outros tecidos (PUT et al., 2013).

A internalizacgdo celular ativa pode ocorrer por quatro mecanismos distintos: fagocitose,
pinocitose, endocitose mediada por clatrina e endocitose mediada por caveolina, sendo que a
predominéncia de determinado(s) mecanismo(s) se dara em virtude do tipo celular (KUHN et
al., 2014) e das caracteristicas do nanocarreador. Por exemplo, o potencial de membrana,
decorrente do gradiente i0nico, pode interferir na internalizagdo. Observou-se que uma
diminuicdo no potencial de membrana reduz a captacdo de nanoparticulas (NPs) anionicas,
enquanto sua elevacdo provoca o efeito inverso. As NPs catibnicas, por sua vez, como
interagem com as proteinas da superficie celular, ndo tem sua internalizacdo afetada
significativamente pelo potencial de membrana (SHIN et al., 2013). Quanto aos aspectos
relacionados ao carreador, o tamanho da nanoestrutura € um dos principais fatores que
interferem no processo de internalizacdo (BARAR, 2015), sendo que ha um tamanho 6timo
para que ocorra endocitose eficaz, o qual pode variar de acordo com o tipo celular e com as
caracteristicas de superficie do nanomaterial. NPs de tamanho muito reduzido apresentam uma
probabilidade mais alta de serem internalizadas de forma passiva (SHANG; NIENHAUS;
NIENHAUS, 2014) e s6 sdo submetidas a endocitose quando se acumulam na membrana
plasméatica (SHANG et al., 2014). O estado de aglomeracdo é outro fator que interfere no
mecanismo de endocitose (HALAMODA-KENZAOQUI et al., 2017). A rigidez da NP também
influencia o processo de internalizacdo. E mais facil ocorrer endocitose de NPs rigidas do que
macias, pois nas ultimas pode haver deformac@es superficiais induzidas por revestimento ou
distribuicdo nao uniforme de ligantes (LI; ZHANG; CAO, 2015).

Ha uma diversidade de nanomateriais aplicaveis ao desenvolvimento de medicamentos,
sendo os mais explorados os lipossomas, 0s conjugados polimero-farmaco, as micelas, as
nanoemulsdes e microemulsdes, 0s nanocristais e as NPs, as quais podem ser metélicas,
poliméricas ou lipidicas s6lidas. (BREGOLI et al., 2016). As NPs poliméricas serdo um dos

focos de estudo do presente trabalho.
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2.3.1 NPs poliméricas

As NPs poliméricas sdo compostas por polimeros biocompativeis, que podem ser
naturais, representados por proteinas ou polissacarideos, ou sintéticos, como poliésteres
alifaticos, derivados do acido acrilico e metacrilico, derivados do cianoacrilato de alquila,
policaprolactona (PCL), poli(acido latico-co-acido glicdlico (PLGA) e PLAcCOPLGA. Sua
estrutura pode ser tanto do tipo nanocapsula, em que ha um invoélucro polimérico ao redor do
nucleo, ou do tipo nanosfera, formada por uma matriz polimérica (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Ha vaérias técnicas de preparo de NPs poliméricas (RAO; GECKELER, 2011). Algumas
iniciam com a obtencdo de uma emulsdo, seja ela simples O/A (6leo em agua), normalmente
para veiculacdo de um farmaco lipofilico, ou multipla A/O/A, quando se pretende carrear um
ativo hidrofilico. Também pode-se obter uma microemulséo, a qual se forma espontaneamente
e possui estabilidade termodinamica, ao contrario das demais. O polimero pode encontrar-se na
fase interna ou na externa, ou ainda podem ser utilizados monémeros que se polimerizem in
situ, na interface das goticulas dispersas. Em seguida, o sistema emulsionado é submetido a
moinhos coloidais ou homogeneizacao a alta pressdo com o objetivo de reduzir a fase dispersa
a escala nanométrica. A Ultima etapa ¢ a eliminagdo do solvente, o que pode ser feito através
de evaporacdo sob pressdo reduzida ou deslocamento do solvente por meio da sua difusao
provocada por uma diluicdo do sistema ou da adicéo de sais hidrofilicos (salting out). Embora
obtenham-se NPs com dimensfes adequadas e uniformes, a alta energia gasta no processo e a
necessidade de equipamentos de alto custo representam as desvantagens das técnicas que
envolvem emulsificacdo (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Um método mais simples e facil é a nanoprecipitacdo, pela qual um polimero disperso
é precipitado na forma nanoparticulada quando exposto a um solvente no qual seja insoltvel.
Consiste num preparo que ndo requer energia e nem equipamentos especiais. O uso de
tensoativos também ndo é necessario. Porém, empregando-se tal técnica ndo é possivel prever
o0 tamanho e o formato das particulas, alem disso a posterior remocéo de alguns solventes pode
ser dificil (PEPTU et al., 2014).

Quando o polimero apresenta grupos ionizaveis, ou seja, € um eletrdlito, é possivel
aproveitar tal caracteristica para se obter NPs de forma simples e limpa, em meio aquoso, por

meio de gelificacdo ionotrépica ou de complexacao polieletrolitica. Quando o pH do meio
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favorece a ionizacdo de grupamentos do polimero sua cadeia permanece estirada e, portanto,
dispersa devido a repulséo eletrostatica. Quando a dispersdo polimérica é colocada em contato
com uma solugdo contendo ions de carga oposta, a interagdo idnica promove a neutralizacdo de
cargas que resulta na contracdo da cadeia polimérica a qual se enovela na forma de NP. Tal
técnica denomina-se gelificacdo ionotropica (PATIL, 2010). Como ions negativos normalmente
se utlizam sulfato de sddio e tripolifosfato (TPP) de sodio (AHMED; ALJAEID, 2016), como

positivos, calcio, na forma de cloreto ou carbonato.

Caso as cargas poliméricas sejam neutralizadas nao por ions, mas pela interagdo com
outro polimero de carga oposta, 0 método é conhecido por complexacédo polieletrolitica, pelo
qual s&o obtidas NPs com carga superficial negativa ou positiva, dependendo de qual polimero
for utilizado em excesso. A carga superficial das NPs influencia sua estabilidade, na medida
em que previne a agregacdo e também interfere na interacdo entre a NP e as células. Pela
complexacéo polieletrolitica é possivel combinar caracteristicas favoraveis de pelo menos dois
polimeros polieletrolicos. Além disso, o processo ocorre sob condi¢des brandas, possibilitando
a incorporacdo de farmacos e macromoléculas termolabeis e evita a toxicidade conferida por
solventes organicos. Outra vantagem € a possibilidade de se ajustarem parametros fisico-

quimicos como o tamanho de particula e a carga superficial (BOURGANIS et al., 2017).

Quanto ao aspecto cinético, pode-se considerar que a complexacdo polieletrolitica
possui dois estagios. Inicialmente, ha uma difusdo rapida entre os emaranhados poliméricos,
levando a formacdo de particulas primarias, o que depende sobretudo da diferenca de peso
molecular e da velocidade de colisdo entre as cadeias polieletroliticas. A etapa seguinte é mais
lenta, caracterizada por rearranjos termodinamicos pelos quais as cadeias poliméricas se
redistribuem para alcancarem uma conformacdo mais préxima do equilibrio. A formagéo e o
estado termodinédmico dos complexos sdo determinados por fatores como a forga e localizagéo
dos dominios idnicos, o peso molecular e a rigidez dos polieletrélitos, a carga e a curvatura dos
polimeros, o pH, a forca idnica do meio e a temperatura (BOURGANIS et al., 2017). Entre os
polimeros capazes de serem submetidos a gelificacdo ionotrdpica ou estabelecerem PECs estdo

os de natureza polissacaridica.

2.3.1.1 NPs polissacaridicas
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As NPs produzidas a partir de polissacarideos sdo bastante exploradas como carreadores

de farmacos devido principalmente a baixa toxicidade e biodegradabilidade. Outras vantagens

associadas sdo a alta disponibilidade, facil obtencéo e, consequentemente, o baixo custo. Além

disso, os polimeros polissacaridicos apresentam abundancia de grupos funcionais como

hidroxila, amino e carboxila, pelos quais é possivel realizar modificacdo quimica visando

melhorar suas propriedades fisico-quimicas ou acoplar residuos que promovam o

direcionamento para células alvo (WEN; OH, 2014). O Quadro 3 apresenta exemplos de

polissacarideos utilizados na producao de NPs.

Quadro 3 - Polimeros polissacaridicos utilizados para obten¢do de nanoparticulas

Polimero Unidades monoméricas Distribuicéo Referéncias
quitosana N-acetil-D-glicosamina  derivada da AHMED:; ALJAEID, 2016
D-glicosamina quitina presente LI; XIONG; ZHANG, 2017
no exoesqueleto
de artrépodes
alginato acido B-D-manurénico  componente da LOPES et al., 2016

carragenina

acido

hialurénico

pullulan

dextrana

acido a-L-glicurénico

D-galactose
3-B-D-galactopiranose
4-a-D-galactopiranose

N-acetil-D-glicosamina

acido D-glicurénico

maltotriose

D-glicopiranose

parede celular de
Phaeophyta

componente da
parede celular de
diferentes
espécies de
Rodophyta

componente da
matriz
extracelular dos
tecidos de
vertebrados

produto da
fermentacdo do
amido por
Aureobasidium
pullulans

exopolissacari-
deo bacteriano

GARCIA-CRUZ;
FOGGETTI; DA SILVA,
2008

Lletal., 2014
RODRIGUES; COSTA;
GRENHA, 2012

VAFAEI et al., 2016
CHOl et al., 2012

DIONISIO et al., 2013
GRENHA; RODRIGUES,
2013

BANERJEE;
BANDOPADHYAY, 2016
WASIAK et al., 2016

Fonte: DO AUTOR (2017)

QUITOSANA

Um dos polissacarideos mais explorados para a obtencdo de nanoparticulas é a

quitosana. A quitosana (FIGURA 4) é um polimero proveniente da desacetilacdo da quitina,
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principal componente do exoesqueleto de crustaceos e presente também em paredes celulares
flngicas. E o segundo amino polissacarideo natural mais abundante, apds a celulose (ALLI;
AHMED, 2018; AZUMA et al., 2015; SHARIATINIA, 2019). A quitosana é constituida por
mais que 80% de 3-(1,4)-2-amino-D-glicopiranose e menos que 20% de 3-(1,4)-2-acetamido-
D-glicopiranose (LIANG; SUN; DAI, 2018; ZOU et al., 2016), embora alguns autores
considerem que um grau de desacetilacdo (GD) superior a 60% é suficiente para designar o
polimero como quitosana (KUMIRSKA et al., 2010). Suas propriedades fisico-quimicas podem
ser afetadas por: GD, processo de obtencéo, peso molecular(AHMED et al., 2018; ZHANG et
al., 2019; ZOU et al., 2016), cristalinidade (AHMED et al., 2018), distribuicdo de carga (ZOU
et al., 2016) e grau de substituicdo (ZHANG et al., 2019).

Figura 4 - Estrutura quimica da quitosana

o)
- HsC—< 7 - OH 7

NH

| © NH,
OH

m n

Fonte: adaptado de KUMIRSKA et al., 2010

A quitosana s se solubiliza em solucdo &cida diluida, e ndo em pH neutro, tal
caracteristica constitui o principal desafio a sua aplicacdo (ADHIKARI; YADAYV, 2018;
MOHAMMED et al., 2017; ZHANG et al., 2019; ZHAO et al., 2018a). A quitosana possui
grupos amina primaria cujo valor de pKa é 6,3. Em meio &cido, as aminas livres encontram-se
protonadas, o que leva a uma repulsdo entre as cadeias poliméricas e favorece a solvatacdo do
polimero, com o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio com o0 meio aquoso e possibilitando
a dispersdo da quitosana. Em pH acima de 6, ocorre a desprotonagdo dos grupos amina o que
ocasiona a perda de solubilidade. Além do pH, a solubilidade da quitosana também depende do
GD, da massa molar e da forca i6nica do meio (CASADIDIO et al., 2019; HEMBRAM et al.,
2016; KUMIRSKA et al., 2010).

Os numerosos grupamentos amina na estrutura da quitosana, representam sitios aptos a
serem modificados quimicamente com intuito de melhorar a solubilidade ou introduzir

funcionalidades, como por exemplo, fragmentos que favoregcam o direcionamento do farmaco
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carreado para um determinado tipo de célula (KUMIRSKA et al., 2010; MOHAMMED et al.,
2017; ZHANG et al., 2019). A quaternizacao, a introducao de grupos tidis ou carboxilas, a
funcionalizacdo com agentes quelantes, polietilenoglicol (PEG), ou agucares sdo alguns
exemplos de modificagcdes quimicas que podem conferir propriedades especiais a quitosana
(MOHAMMED et al., 2017; ZHAO et al., 2018a).

Os grupos amina primaria da quitosana Ihe conferem natureza catiénica e propriedades
de mucoadesdo, gelificacdo in situ, efeito antimicrobiano e incrementador de absorcdo. Tais
caracteristicas aliadas a seu perfil de atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
tornaram a quitosana de grande interesse principalmente na area farmacéutica, na qual vem
sendo explorada como carreador de farmacos (ADHIKARI; YADAYV, 2018; ALI; AHMED,
2018; MOHAMMED et al., 2017; ND; GIMBUN; AKMM, 2019; SHARIATINIA, 2019;
ZHANG et al., 2019; ZHAO et al., 2018a) e na area biomédica, para a producdo de matérias
implantaveis, utilizados como suportes versateis na engenharia de tecidos (AHMED et al.,
2018; SHARIATINIA, 2019; ZHAO et al., 2018a).

Diversos tipos de sistemas de liberacdo podem ser desenvolvidos com quitosana, como
microesferas, comprimidos, nanoparticulas, nanofibras, granulos, hidrogéis e conjugados.
Também é utilizada na forma de nanocompdsitos, associada, por exemplo, a nanoparticulas
magnéticas ou nanotubos de carbono (ALI; AHMED, 2018). Sua grande aplicabilidade como
carreador de farmacos, alem da biocompatibilidade, provém de sua natureza catidnica, que a
faz interagir com as superficies celulares e mucosas, por interacdo eletrostatica, melhorando a
internalizacdo do farmaco pelas células e também permite sua complexagdo com
macromoléculas anibnicas, tornando-a interessante para terapia génica, por exemplo. A massa
molar, o GD e o tipo de substituicdo da quitosana e seus derivados impactam notavelmente a
eficcia das nanoparticulas (ZHANG et al., 2019).

A oligoquitosana, também conhecida por quitosana oligomérica ou quito-oligdbmero, €
definida como uma quitosana com um grau de polimeriza¢do <20 e um peso molecular inferior
a 3900 Da (geralmente 0,3-3,0 kDa) (LIANG; SUN; DAI, 2018; PHIL et al., 2018; YUAN et
al., 2019). O grau de despolimerizacdo, que determina o peso molecular, influencia as
propriedades fisico-quimicas da oligoquitosana e estd correlacionado a suas atividades
bioldgicas (ZOU et al., 2016). A grande vantagem do oligbmero em relagdo a quitosana
polimérica é a melhor solubilidade em agua (LIANG; SUN; DAI, 2018; YUAN et al., 2019;
ZOU et al., 2016). O GD é o parametro mais importante para conferir solubilidade. Como a

oligoquitosana possui maior teor de grupos amina livres, apresenta mais cargas positivas em
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solucdo, tornando-se mais hidrossoltvel. O aumento do teor de residuos acetilados aumenta
também a interacdo com as células, consequentemente influencia a adesao e a proliferacao
celular (ZOU et al., 2016).

A forma oligomérica pode ser obtida a partir da quitosana por quatro processos
diferentes: degradacdo quimica, degradacdo fisica, degradacdo enziméatica ou degradacdo
eletroquimica. A degradacdo quimica pode ser &cida ou oxidativa e € relativamente facil de ser
conduzida, entretanto seu produto é de dificil purificacdo. O produto da degradagdo fisica,
normalmente realizada com o uso de ultrassom ou micro-ondas, € pouco contaminado, porém
0 processo apresenta baixa produtividade. A degradacdo enzimatica e a eletroquimica originam
composto isentos de contaminacdo, porém sdo operacdes associadas a alto custo (LIANG,;
SUN; DAL, 2018; YUAN et al., 2019; ZOU et al., 2016).

A oligoquitosana vem sendo aplicada em diversas areas, como alimentos, agricultura,
farmacia, meio-ambiente (LIANG; SUN; DAI, 2018; LIAQAT; ELTEM, 2018; YUAN et al.,
2019) e cosméticos (CASADIDIO et al., 2019). No ramo agricola, demonstrou-se a utilidade
da quitosana oligomérica para induzir a resisténcia a fitopatégenos, promover o crescimento e

desenvolvimento vegetal e melhorar a qualidade e produtividade (YUAN et al., 2019).

Além de ser biodegradavel, biocompativel e atoxica como a quitosana, a oligoquitosana
apresenta melhor solubilidade. Também possui propriedade anti-inflamatéria, antitumoral,
imunomoduladora e efeitos neuroprotetores (ANRAKU et al., 2018; AZUMA et al., 2015;
LIANG; SUN; DAI, 2018; YUAN et al., 2019; ZOU et al., 2016). Ao contrario das demais
propriedades bioldgicas, as quais sao intensificadas com a redugdo da massa molar e 0 aumento
da desacetilagcdo e, consequentemente tornam-se mais pronunciadas na oligoquitosana do que
na quitosana, a capacidade de mucoadesao é maior na forma polimérica (CASADIDIO et al.,
2019).

A oligoquitosana apresenta atividade antioxidante (ANRAKU et al., 2018;
CASADIDIO et al., 2019; LIANG; SUN; DAI, 2018; LIAQAT; ELTEM, 2018; ZOU et al.,
2016), devido a seu alto poder redutor e capacidade de capturar radicais hidroxila e anions
superdxido. Como nas cadeias mais curtas, 0os grupos hidroxila e amino estdo mais expostos,
sdo facilmente ativados e mais disponiveis para interagir com os radicais livres (CASADIDIO
et al., 2019; LIANG; SUN; DAI, 2018). Acredita-se que os radicais livres instaveis interajam
com os grupos amina e hidroxila nas posi¢des C-2, C-3 e C-6 do anel piranose para formarem
radicais macromoleculares estaveis (ZOU et al., 2016). A capacidade de reverter condi¢Ges de
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desequilibrio redox, de reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6, €
de diminuir a expressdo de enzimas como a sintetase indutivel de éxido nitrico (iNOS) e ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) confere a quitosana oligomérica efeito anti-inflamatorio (AZUMA et al.,
2015; PHIL et al., 2018).

Outra propriedade bioldgica é o efeito antitumoral, o qual parece ser favorecido pela
presenca de carga ionica e pelo tamanho da cadeia de oligdmeros (LIANG; SUN; DAI, 2018;
LIAQAT; ELTEM, 2018; PHIL etal., 2018; ZOU et al., 2016). Devido a sua natureza catibnica,
a oligoquitosana interage com glicoproteinas negativas presentes nas membranas celulares. Na
superficie de células tumorais ha uma maior densidade de cargas negativas em comparacao as
células normais, portanto a condicdo oncoldgica favorece a interacdo com o oligbmero
cationico. A alteracdo de cargas na membrana celular altera suas fung6es e prejudica processos
de sinalizacdo importantes para a proliferacdo celular. A angiogénese também € reduzida
atividade antitumoral est relacionada a imunomodulagdo (ZOU et al., 2016). A quitosana
oligomérica apresenta efeito imunomodulador, manifestado pela promocao da proliferacdo de
células da medula e aumento da atividade fagocitaria de macrofagos. A acdo imunomoduladora
parece estar relacionada ao GD (AZUMA et al., 2015; LIANG; SUN; DAI, 2018; LIAQAT,;
ELTEM, 2018; PHIL et al., 2018).

A atividade antimicrobiana da quitosana oligomérica também é notavel, sendo ativa
contra uma variedade de patogenos, de natureza bacteriana e viral. A inibigdo do crescimento
de micro-organismos deve-se a presenca das cargas positivas, as quais favorecem a ligacao da
oligoquitosana a parede celular microbiana, alterando sua permeabilidade (CASADIDIO et al.,
2019; MA; GARRIDO-MAESTU; JEONG, 2017; PHIL et al., 2018; SAHARIAH; MASSON,
2017; ZOU et al., 2016). A menor massa molar e o maior GD fazem com que o efeito
antimicrobiano do oligbmero seja maior em comparacdo ao polimero porque permitem que a
oligoquitosana permeie e estabeleca interacdes eletrostaticas mais intensas com a membrana
bacteriana (CASADIDIO et al., 2019; LIAQAT; ELTEM, 2018). Outros beneficios
farmacoldgicos atribuidos a oligoquitosana incluem: efeito neuroprotetor, possivelmente util
no combate & Doenca de Alzheimer, anti-obesidade e hipocolesterolémico (LIANG; SUN; DA,
2018; PHIL et al., 2018).

Entre os desafios do uso de quitosana, polimérica ou oligomérica, nos sistemas de

liberacdo de farmacos estdo a falta de estudos clinicos de seguranga a longo prazo e a falta de
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padronizagdo do peso molecular e do GD, que repercute em variagdo no desempenho como
excipiente farmacéutico (LIANG; SUN; DAL, 2018).

HIDROXIPROPILMETILCELULOSE

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), também conhecida por hipromelose, é o
derivado celul6sico mais frequentemente usado para fabricacdo de matrizes hidrofilicas para
uso oral. E um polimero de natureza nio idnica, hidrofilica e hidrossoltvel. Apresenta
estabilidade na faixa de pH de 3 a 11, é resistente a enzimas e possui capacidade de gelificagao.
Possibilita o controle na liberacdo de farmacos, aumentando efetivamente a duragdo da

liberacdo para prolongar seu efeito terapéutico (LI et al., 2005).

A HPMC é obtida a partir do tratamento da polpa de celulose com NaOH, seguido por
reacdo com cloreto de metila e 6xido de propileno, o que possibilita a substituicdo com o grupo

hidroxipropil nas unidades anidras de glicose (FIGURA 5).

Figura 5 - Estrutura quimica da hidroxipropilmetilcelulose e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

. CH>OR OR o
0 o
—-0— —0Q0 I
OR CH,OR
| _In

R = H, CH; ou [CH,CH(OH)CH,]

Se for ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, além das
possibilidades acima, R também pode ser igual a:

PO (ON0)

OH ou HO OYCHQ
CHjy

Fonte: adaptado de LI et al., 2005

As caracteristicas da HPMC, como a viscosidade de sua dispersdo, dependem da

propor¢ao entre os grupos substituintes hidroxipropila e metila (LI et al., 2005). A esterificagdo
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de HPMC com anidrido ftalico origina o ftalalto de HPMC (HPMCp), o qual possui grupos
carboxila (SHUKLA; TIWARI, 2012). O grau de substituicédo ftalica determina o pH no qual o
polimero se dispersa. HPMCp € insolivel em meio acido, por isso previne que farmacos sejam
absorvidos no estdmago. O peso molecular também é um pardmetro importante a ser
considerado no desenvolvimento de formas farmacéuticas. Geralmente quanto maior 0 peso
molecular de um polimero, maior é a resisténcia do revestimento com ele obtido (MEEHAN,
2006).

HPMC tem sido associada a quitosana para composicdo de diversos sistemas de
liberacdo: hidrogéis (AKILO et al., 2019; FREAG; SALEH; ABDALLAH, 2018; MURA et
al., 2018; PANDEY et al., 2017; PENG et al., 2016; WANG et al., 2016; WU et al., 2017);
micelas (JALEH et al., 2018; MA et al., 2015); microsferas (ARTHANARI et al., 2014;
FILIPOVIC-GRCIC etal., 2003); nanossuspensdo (AMBHORE; DANDAGI; GADAD, 2016),
coevaporado (FERRARI et al., 2009), capsula (VERMA et al., 2017); comprimido oral (BHISE
et al., 2007; NUNTHANID et al., 2008; RUIZ-CARO et al., 2012) e comprimido vaginal
(NOTARIO-PEREZ et al., 2018). Tais sistemas encontram-se descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Exemplos de sistemas de liberagdo desenvolvidos com quitosana e HPMC ou derivados
(continua)

Sistemas propostos

Referéncia

Filme composto por quitosana entrecruzada com HPMC,
contendo dleo de Neem

Gel mucoadesivo eletrorresponsivo e  termossensivel
constituido por quitosana, HPMC, poloxdmero 407 e
polianilina contendo nanocomplexos carregados com
carmustina
Micelas poliméricas de quitosana e HPMC contendo
sinvastatina

Esponja bucal composta por quitosana e HPMC

PECs de quitosana, &cido hialurénico e HPMCP, carregados
com metotrexato

Hidrogel termorresponsivo constituido por cloridrato de
quitosana, 3-glicerofosfato e HPMC contendo lipossomas
peguilados carregados com opiorfina

Comprimidos vaginais mucoadesivos a base de quitosana e
HPMC, contendo tenofovir

Nanoplexos ternarios de curcumina, quitosana e HPMC

(HERNANDEZ-VAENCIA
etal., 2019)

(AKILO et al., 2019)

(JALEH et al., 2018)

(FREAG,; SALEH,;

ABDALLAH, 2018)
(BONI et al., 2018a)

(MURA et al., 2018)

(NOTARIO-PEREZ et al.,
2018)

(LIM et al., 2018)



Quadro 4 - Exemplos de sistemas de liberagdo desenvolvidos com quitosana e HPMC ou derivados

(concluséo)

Sistemas propostos

Referéncia

Cépsulas de quitosana e hipromelose contendo cloridrato de
moxifloxacina

Hidrogéis de poloxamero 407, quitosana e HPMC destinados
a entrega nasal de fosfato de dexametasona

Nanossuspensdo oftdlmica de oligoquitosana e HPMC
contendo esparfloxacina

Hidrogel termorresponsivo composto por quitosana, HPMC e
glicerol

PECs de quitosana e HPMCP carregados com zidovudina

Hidrogel de quitosana entrecruzada com succinato de HPMC,
contendo sulfato de gentamicina

Hidrogéis de quitosana contendo HPMC e azul de toluidina

Filme adesivo constituido por mistura de quitosana e HPMC
para liberacdo transdérmica de extrato de Zingiber
cassumunar Roxb.

PECs de carboximetilcelulose com conjugado de quitosana e
HPMCP, carregados com fuorato de mometasona, azul de
metileno, cloridrato de tetraciclina ou metronidazol

Nanoparticulas de PMMA encapsuladas em microsferas de
quitosana e HPCM, revestidas ou ndo com Eudragit S100

Filme adesivo de quitosana e HPMC destinado a liberacdo
transdérmica de glimepirida

Microsferas de quitosana e hipromelose carregadas com toxina
tetanica

Comprimidos de quitosana e HPMC contendo aciclovir
PECs de quitosana e HPMCP carregados com insulina

Coevaporados de quitosana, HPMCP, metronidazol, com/sem
acetato ftalato de celulose

Comprimidos de acido 5 amino-salicilico revestidos com uma
combinag&o de quitosana e HPMC

Comprimidos de quitosana e HPMC contendo naproxeno
sodico

Microsferas de quitosana e HPMC contendo carbamazepina

(VERMA et al., 2017)
(PANDEY et al., 2017)
(AMBHORE;

GADAD, 2016)
(WANG et al., 2016)

DANDAGI,

(PEDREIRO;
GREMIAO, 2016)

(JIANG et al., 2016)

CURY;

(PENG et al., 2016)
(SUKSAEREE et al., 2015)

(LAI; SHUM, 2015)

(MA et al., 2015)

(AHMED et al., 2014)
(ARTHANARI et al., 2014)
(RUIZ-CARO et al., 2012)
(MAKHLOF:  TOZUKA;
TAKEUCHI, 2011)
(FERRARI et al., 2009)
(NUNTHANID et al., 2008)

(BHISE et al., 2007)

(FILIPOVIC-GRCIC et al.,
2003)

Legenda: HPMC= hidroxipropilmetilcelulose; HPMCP= ftalato de hidroxipropilmetilcelulose; PEC=
complexo polieletrolitico, CMC= carboximetilcelulose; PMMA= polimetacrilato

Fonte= DO AUTOR (2019)
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A presenca de carboxilas na estrutura de HPMCp permite a complexacdo polieletrolitica
com a quitosana, dando origem a carreadores particulados que podem ser obtidos facilmente,
em meio aquoso, os PECs (BONI et al., 2018b; LAI; SHUM, 2015; LIM et al., 2018;
MAKHLOF; TOZUKA; TAKEUCHI, 2011; PEDREIRO; CURY; GREMIAO, 2016), uma das

estratégias que foi explorada neste trabalho.

2.4 SISTEMAS DE GELIFICACAO IN SITU

Hidrogéis sdo sistemas constituidos por uma rede polimérica tridimensional,
entrecruzada, a qual é capaz de absorver grande quantidade de agua. Desde que a estrutura
tridimensional da matriz polimérica seja conservada, o intumescimento de equilibrio do gel
aumenta a medida em que aumenta a distancia entre os pontos de entrecruzamento. Quando
esse entrecruzamento € mantido por forgas fracas como ligagGes de hidrogénio ou interagdes
ibnicas, a gelificacdo normalmente é reversivel. As solugdes poliméricas, fluidas, sdo chamadas
fase sol. A fase gel é caracterizada pelo inchago do polimero, o que leva a uma apresentacdo
solida ou semissolida. Os hidrogéis reversiveis apresentam uma transi¢do mais baixa, quando
sol é convertido em gel, e uma transicdo mais alta, quando a matriz polimérica retrai ou colapsa
e expulsa quase todo o contetdo liquido por ela absorvido. A transi¢do sol-gel reversivel pode
ser induzida por fatores ambientais como temperatura, pH, forca ionica, separacdo de fase,
comprimento de onda de radiacdo incidente, etc. Quando uma pequena alteracdo em tais
condicdes é capaz de provocar uma nitida transicdo sol-gel e tal modificacdo pode ser induzida
in situ, apds aplicacdo em um organismo vivo, sdo chamados hidrogéis inteligentes, ou pela
expressdo mais conhecida em inglés “smart hydrogels” (JAGUR-GRODZINSKI, 2010).

Os smart hidrogeis, os quais possuem extremo potencial de aplicacdo para liberacao
controlada de farmacos ou para reconstituicdo de tecidos, podem ser injetaveis desde que
atendam a alguns pré-requisitos: seus polimeros constituintes e seus respectivos produtos de
degradacdo devem ser biocompativeis; sua viscosidade deve ser suficientemente baixa antes da
gelificacdo, permitindo a dispersdo homogénea dos farmacos ou células e a facil injecdo; sua
gelificacdo deve ocorrer em velocidade adequada, para que nao ocorra extravasamento, e sob
condigdes brandas, para evitar reacdes adversas, como por exemplo, um aquecimento elevado
decorrente de uma reacdo quimica.; o gel formado in vivo deve apresentar estabilidade e

tenacidade suficientes para sustentar os farmacos ou células neles incorporados, evitando
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liberac®es iniciais exageradas (LI; RODRIGUES; TOMAS, 2012). Formulag@es poliméricas
que se gelificam in situ apds serem injetadas, sdo especialmente interessantes para o tratamento
de artrite reumatoide, pois permitem que por administracdo intra-articular, o farmaco fique
depositado por tempo suficiente em seu sitio de acdo, ndo sendo rapidamente extravasado
(BUTOESCU; JORDAN; DOELKER, 2009).

A origem dos smart polimeros pode ser natural ou sintética. Entre os polimeros naturais
estdo quitosana, acido hialurénico, alginato, pectina, heparina, sulfato de condroitina, etc. (LI;
RODRIGUES; TOMAS, 2012). Uma grande vantagem de alguns polimeros naturais é a
capacidade de gelificar a baixas concentracfes (em torno de 2%), caracteristica favoravel
quanto ao perfil toxicolégico (SHAIKH et al., 2012). A goma gelana é um biopolimero,
secretado por Sphingomones eloda, constituido por unidades tetrassacaridicas repetidas de
glicose, acido glicurénico e ramnose, numa propor¢ao de 2:1:1. Em meio aquoso, as cadeias
poliméricas de goma gelana se gelificam com a reducdo de temperatura e se entrecruzam na
presenca de cations mono ou divalentes (PATIL et al., 2010). Hidrogéis a base de goma gelana
tem demonstrado muita eficiéncia tanto para a entrega de farmacos (DUAN et al., 2015;
POSADOWSKA; BRZYCHCZY-WLOCH; PAMULA, 2016), quanto para a engenharia de
tecidos (BELLINI et al., 2015; KHANG et al., 2015), inclusive para recuperacdo de cartilagem
(GONG et al., 2009).

Os poloxameros, ou Pluronics®, sdo exemplos de polimeros sintéticos
termorresponsivos constituidos por poli(6xido de etileno) (PEO) e poli(6xido de propileno)
(PPO), organizados em triblocos do tipo PEO-PPO-PEQ. Os pesos moleculares e a proporg¢ao
oxido de etileno:6xido de propileno variam de 1100 a 14000 e 1:9 a 8:2, respectivamente
(SHAIKH et al., 2012). As solucdes de poloxameros sdo fluidas a baixa temperatura,
apresentando micelas dispersas, as quais mediante aquecimento se ordenam levando a
gelificacdo. Embora a maioria dos poloxameros tenham a menor temperatura critica de solugao
(LCST) bem acima da temperatura corporal normal, eles gelificam a temperatura corporal
qguando em solucdes concentradas (acima de 16%) (KUMBHAR; RAKDE; CHAUDHARI,
2013).
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagdo de sistemas de
liberacdo contendo metotrexato, baseados em hidrogel termorresponsivo e/ou PECs de
quitosana e HPMCp, com finalidade de serem administrados por via intra-articular para

tratamento de artrite reumatoide.
Obijetivos especificos foram:

a) desenvolver um veiculo que promovesse a retengédo e prolongasse a acao do MTX
via intra-articular;

b) desenvolver PECs com carga de superficie positiva e faixa de tamanho entre 200-
1000 nm, caracteristicas conhecidas por promover o direcionamento sitio-
especifico visando o sistema imunologico;

c) desenvolver PECs utilizando metodologia que ndo requeira equipamentos
especificos;

d) usar excipientes biocompativeis;

e) obter PECs passiveis de serem transformados em produto farmacéutico;

f) pesquisar o desempenho in vitro e eficacia in vivo dos sistemas desenvolvidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

A fim de tornar o texto da metodologia mais simples e objetivo, a especificacdo das

matérias-primas e equipamentos utilizados sera apresentada separadamente.

4.1 MATERIAIS

As matérias primas, solventes e materiais conumiveis foram:

metotrexato, Fermion, OY-Finlandia, lote 1553325;

acetato de sodio tri-hidratado, Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil, lote 09/0049;
acetonitrila, Merck, Alemanha, lote 1728130;

acido acético glacial, Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil, lote 13/0141;

acido cloridrico, Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil, lote 09/391;

acido férmico 88%, Biotec Reagentes Analiticos, Pinhais, Brasil, lote 19670;
adjuvante Completo de Freund, Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos;
agua Milli-Q;

Anasedan solucdo injetavel (xilazina 2%), Ceva, Paulinia, Brasil;

cloreto de sodio, Labsynth, Diadema, Brasil, lote 189485;

cloreto de potéssio, Labsynth, Diadema, Brasil, lote 188798;

Dopalen solucéo injetavel (ketamina 10%), Ceva, Paulinia, Brasil;

Fauldmetro solucdo injetavel (metotrexato 50 mg), Libbs, Sdo Paulo, Brasil;

fosfato de potassio monobéasico PA, Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba,
Brasil, lote 69336;

fosfato de sddio dibasico heptahidratado PA, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil, lote 1102086;
hidroxido de sodio, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil, lote 952012;
hidroxipropril metilcelulose ftalato (tipo HP-55), Shin Etsu, Téquio, Japao, lote 3032073;

kit para desenvolvimento padrdo ABTS ELISA para IL-1B de ratos, PeproTech, Rocky Hill,
Estados Unidos, lote 1114091,
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manose D (+), Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos, lote #SLBH1709V;

membrana RA em éter de celulose, 1,2 um de poro, 47 mm de didmetro, Millipore Industria e
Comeércio Ltda., Barueri, Brasil, lote BONA78010;

membrana Spectra/Por molecularporous, Spectrum, Rancho Dominguez, Canada;

metanol, Panreac Quimica SLU, Barcelona, Espanha, lote 0000492476;

poloxamero 407, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA, lote BCBG3949V;

poloxamero 188, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA, lote 070M0117V;

quitosana de baixa viscosidade, Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos, lote #BCBJ1722V;

trealose D (+) dihidratada, Vetec, Rio de Janeiro, lote 070245;

triacetdxi-borohidreto de sédio, Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos, lote #SHBG6214V.
Os equipamentos empregados foram:

agitador magnético Multistirrer, Velp Scientifica, Italia;

analisador de espalhamento de luz dindmico (DLS), Zetasizer Nano NS®, Malvern Instruments,

Malvern, Reino Unido;

balanca analitica AUY 220, Shimadzu, Brasil,;

banho de ultrassom, Unique, Brasil,

calorimetro NETZSCH modelo DSC Syrius 3500, Kanagawa, Japéo;

calorimetro TA Instrument, modelo DSC Q20, New Castle, Estados Unidos;

células de difusdo tipo Franz, Hanson Research Corporation, Chatsworth, Estados Unidos;
centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf, Brasil;

difratdmetro de raios X de p6 da marca Rigaku, modelo Ultima IV (tipo 1), Téquio, Japéo;
espectrofotdbmetro UV-Vis UV-M5I, Bel Photonics, Brasil;

espectrofotémetro UV-Vis 2401-PC, Shimadzu, Brasil,
espectrofotdbmetro na regido do IV por transformada de Fourier IV-FT Shimadzu, modelo
Affinity-1 (Toquio, Japdo) acoplado a um acessorio de amostragem por refletdncia total
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atenuada (ATR) Pike Miracle com cristais de ZnSe Pike Technologies (Madison, Wisconsin,
EUA);

kit de filamentos de von Frey, Aesthesio, San Jose, Estados Unidos;
leitor de microplacas Synergy H1, BioTek, Winooski, Estado Unidos;
liofilizador Labconco®, Labconco Corporation, Estados Unidos;
medidor de pH modelo Mpa-210, Tecnopon, Brasil;

microscopio Axio Scope Al, Zeiss, Oberkochen, Alemanha;
microscépio de Forca Atdmica NX10, Park Systems, Coréia do Sul;
redmetro MARS 11, Haake®;

termobalanca TA Instrument, modelo STD Q600, New Castle, Estados Unidos;

texturdmetro Taxt Express, Extralab, Brasil,;
titulador automatico MPT-2;

viscosimetro de Cannon Fenke n° 150 para liquidos transparentes, Laborglas, Brasil.

4.2 METODOS

Para facilitar a compreensdo da integracdo das metodologias que seréo descritas nesta

secdo, a Figura 6 apresenta um esquema geral das etapas experimentais.
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Figura 6 - Etapas experimentais

Metodologia analitica
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Legenda: HGs= hidrogéis; PECs= complexos polieletroliticos; Pdl= indice de polidispersdo; EE= eficiéncia
de encapsula¢do, MFA= microscopia de for¢a atdbmica; TG= termogravimetria; DSC= calorimetria
exploratoria diferencial; rX=raios X

Fonte: DO AUTOR (2019)

Selecdo de PECs Perfil de liberacdo

4.2.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de MTX

O método analitico para quantificagio de MTX foi desenvolvido empregando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A analise foi feita em modo isocratico,
utilizando como fase mdvel uma mistura contendo 77% (v/v) de solucdo tampéo acetato pH
4,3, 16% (v/v) de metanol e 7% (v/v) de acetonitrila. O tampdo acetato pH 4,3 foi preparado a
partir da seguinte formula: acetato de sodio anidro 0,665 mg.mL™ e 4cido acético 0,714 mg.mL"
1 em agua Milli-Q, com ajuste de pH para 4,3 com quantidade suficiente de solugio aquosa de
HCI 182,3 mg.mL ! se necessario. Utilizou-se coluna cromatografica de fase reversa (C18) com

150 mm de comprimento, 4,6 mm de didmetro e tamanho de particula de 5 yum. Empregou-se
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também pré-coluna preenchida com o mesmo material. O volume de injecdo foi 50 yL, a vazédo
de fase movel, 1 mL.mint e o tempo de corrida 8 min. A deteccio foi realizada por
espectrofotometria no UV a 306 nm, comprimento de onda selecionado de acordo com estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa (DE OLIVEIRA; ALVES; PEREIRA, 2016) por coincidir
com faixa de méximo de absorg¢do de MTX no UV.

4.2.1.1 Pesquisa de seletividade

A pesquisa de seletividade se iniciou com a investigacdo da possibilidade de algum dos
excipientes propostos (quitosana, oligoquitosana, HPMCp, poloxamero 407 e poloxédmero 188)
apresentarem absorcdo relevante em relacdo a apresentada por MTX em tal comprimento de
onda. Para isso, 0s excipientes foram dispersos em agua Milli-Q mantendo-se a concentracédo
proporcional e o pH com que foram empregados nas formulagdes. Para cada amostra obteve-se
0 espectro de absor¢do no UV, na faixa espectral de 200 a 400 nm. O perfil de absor¢éo no UV
também foi determinado para PECs de quitosana vazios (QSV) e PECs de oligoquitosana
carregados vazios (OQV), cujos sobrenadantes foram analisados ap6s os PECs terem sido

centrifugados a 1200 x g, por 2 horas.

Para verificacdo da seletividade do método cromatogréafico para determinacdo de MTX
livre no sobrenadante de PECs, PECs vazios de quitosana e oligoquitosana foram analisados
sob as condicBes acima e 0s cromatogramas foram comparados ao apresentado pelos PECs
carregados com MTX. O preparo de amostras de PECs para analise por CLAE encontra-se

descrito na se¢do 4.2.2.3.2.

4.2.1.2 Verificacdo da linearidade

Preparou-se uma solu¢do mae de MTX na concentragdo de 40 pug.mL™* em tampao
fosfato pH 7,4 (fosfato de sodio dibasico anidro 1,732 mg.mL*? e fosfato de potassio
monobasico 1,0 mg.mL™* em agua Milli-Q). A partir de tal solugdo, foram feitas oito diluicdes
nas concentragdes de 0,5, 1,0, 2,5, 5, 10, 20, 25 e 30 pg.mL*. sendo que cada diluigdo foi

preparada em triplicata. Como diluente utilizou-se solugdo tampao acetato pH 4,3. As dilui¢Ges
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foram filtradas por membrana de poro de 0,45 um e submetidas a anélise cromatografica, sob

as condicdes acima descritas.

Plotou-se um grafico da area dos picos em funcdo da concentracao, para verificacdo da
linearidade. O método de regressao linear adequado foi escolhido em funcédo do resultado do

teste de Cochran (C), calculado conforme a equacdo:

maior variancia emy

Y variancias

Por meio do software R® efetuou-se o ajuste linear pelo método dos minimos quadrados
ponderados para obtencdo da equacdo da reta ajustada. A confiabilidade da reta obtida foi
avaliada estatisticamente pela avalia¢do da significancia do coeficiente angular (teste F), analise
da soma residual dos quadrados minimos (SSE), inspecdo visual da distribuicdo dos residuos
em torno do eixo X e da plotagem simultanea de y observado experimentalmente e y calculado

a partir da equacéo da reta.
4.2.1.3 Verificacdo da precisao

A partir de uma solugdo mée contendo 40 pg.mL™* de MTX em tampé&o fosfato pH 7,4
foram feitas diluicGes para se obterem solugdes nas concentragdes de 5,0, 20,0 e 30,0 pg.mL™.
Cada concentracdo foi obtida em triplicata e efetuou-se a analise cromatografica sob as
condicBes acima descritas. As &reas sob os picos de MTX foram aplicadas na equagdo da reta

ajustada para determinagéo da concentracao real de cada diluicéo.

A precisdo, ou desvio padréo relativo (DPR), foi calculada a partir do desvio padrao
(DP) e média (M) de andlises efetuadas no mesmo dia (precisdo intra-dia) e analises efetuadas

em dias distintos (precisao interdia), como se segue:
DPR = DF X 100
M

A precisdo intermediaria foi avaliada pelo teste t de student.

4.2.1.4 Verificacdo da exatiddo
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A partir das andlises das amostras descritas na se¢do 4.2.1.3, a exatiddo foi calculada

pela seguinte equacéo:

o média das concentragdes experimentais
Exatidao = — — x 100
concetragdo tedrica

A recuperacdo de MTX a partir de amostras de PECs vazios (OQV e QS200V)
contaminadas com MTX foi pesquisada da seguinte forma: a 500 pL do sobrenadante dos PECs
previamente centrifugados a 14000 x g por 1,5 h, foram acrescentados 40 uL de solucdo de
MTX 0,5 mg.mL* em tampao fosfato pH 7,4 e 460 pL de tamp&o acetato pH 4,3. As amostras
foram homogeneizadas, filtradas por membrana de poro 0,045 um e submetidas a analise
cromatografica. A area do pico de MTX nas amostras contaminadas foi comparada a do pico
gerado por uma solugdo de MTX a 20 pg.mL™.

4.2.1.5 Determinacao dos limites de quantificacdo e de deteccéo

A partir das leituras feitas para determinacéo da linearidade, foram geradas trés curvas
independentes, com suas respectivas retas, cujos valores de intercepto e inclina¢do serviram de
subsidio para calcular o limite de quantificacdo (LQ) e o limite de detec¢do (LD) do método a

partir das seguintes formulas:
DP intercepto DP intercepto

¢ inclinacdo média x inclinacao média x

4.2.2 Desenvolvimento dos PECs

Antes da descricdo da obtencdo dos PECs e sua caracterizacdo, serdo apresentados
resultados de caracterizacdo da quitosana, quanto aos principais aspectos que podem influenciar

as particulas obtidas a partir deste polimero.

4.2.2.1 Caracterizacdo da quitosana
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O grau de desacetilagdo da quitosana foi determinado por titulacdo potenciométrica e a

massa molar, por viscosimetria, como detalhado a seguir.
4.2.2.1.1 Determinagao do grau de desacetilagao

O GD da quitosana foi determinado por titulagdo potenciométrica seguindo o método
desenvolvido por Jiang, Chen e Zhong (2003), o qual utiliza uma fungéo linear simplificada
aplicada dentro de uma regido de pH universal (2,4 a 3,6), dentro da qual evitam-se 0s erros
inerentes a precipitacao polimérica em pH acima de 6,0 e aqueles decorrentes das limita¢Ges na

aferi¢éo do pH.

Preparou-se uma dispersdo de 200 mg de quitosana em 25 mL de solucdo aquosa de
HCI 3,646 mg.mL?. A dispersdo foi mantida sob agitagdo magnética até solubilizagdo do
polimero. Entdo foram acrescentados 746 mg de KCI e completou-se o volume de 100 mL com
agua Milli-Q, de modo que a forca i6nica da solucdo a ser titulada foi ajustada para 0,1.
Procedeu-se a titulacdo, empregando-se como titulante uma solucdo aquosa de NaOH 4,0
mg.mL* e KCI 74,55 mg.mL™. Sob agitacéo continua, o titulante foi adicionado até que o pH
atingisse 2,0, a partir dai foram feitos incrementos de 0,5 mL de titulante por vez, sendo que
apos cada um deles aguardou-se a estabilizacdo do pH e registrou-se o valor. A titulacdo foi

interrompida quando o pH da solucdo atingiu 4,0. O experimento foi realizado em triplicata.

Dentro da faixa de pH proposta no método (2,4 a 3,6), calculou-se o volume de NaOH
necessario para desprotonar os residuos desacetilados de quitosana (previamente protonados
pelo HCI), representado por Y’, pela seguinte equacdo (JIANG; CHEN; ZHONG, 2003):

Y' = (V‘);—VB) x ([H*] — [0OH™]), onde Vo(L) é o volume da disperséo de quitosana
B

antes do inicio da titulacdo, V(L) é o volume de titulante adicionado e Cg é a concentragéo da

solucéo titulante.

Na mencionada faixa de pH, o volume (V) é uma fung¢ao linear de Y’ (JIANG; CHEN;
ZHONG, 2003):

V =V, + Y’ onde Ve € 0 volume de equivaléncia. Por isso, plotou-se um gréfico de V
em funcdo de Y’, no qual a extrapolagdo da reta permitiu conhecer o Ve, quando Y’ assume

valor zero.



73

Conhecendo-se Ve, foi calculado o GD por meio das seguintes equagdes:

d= % GD(%) = (W_1;17)x100 onde V1 é o volume (L) da
204

solucao de HCI empregada, C; é a concentracdo da solugdo de HCI e W é a massa da amostra
de quitosana (g).

4.2.2.1.2 Determinacgdo da massa molar viscosimétrica

A massa molar polimérica foi determinada pelo método de viscosimetria capilar
(BARBI, 2011). Foi preparada, em triplicata, uma dispersdo de quitosana a 1,0 mg.mL™* em
sistema solvente constituido por solugdo aquosa de acido acético 6,0052 mg.mL™ e cloreto de
sédio 11,688 mg.mL™. O ensaio foi realizado a 25°C, sendo que a temperatura foi mantida
estavel com auxilio de ar condicionado. Utilizou-se um viscosimetro de Cannon Fenke n°150
(FIGURA 7), o qual foi alimentado com aproximadamente 8 mL de amostra, com auxilio de
um pipetador manual. Cronometrou-se o tempo gasto pela amostra e pelo sistema solvente para

percorrerem a distancia entre 0s dois meniscos presentes no aparato.

Figura 7 - Aparato utilizado para determinacéo da massa molar viscosimétrica da quitosana

N 21° menisco

Fonte: DO AUTOR (2017)
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O célculo da massa molar foi realizado utilizando o procedimento validado por Costa et
al. (2015), o qual emprega a viscosidade especifica (nesp) de uma solucdo inifinitamente diluida,

a qual é dada por:

(t—to)
Nesp = .

, onde t é o tempo de escoamento da amostra entre 0s dois meniscos e to

é o0 tempo gasto pelo sistema solvente para percorrer a mesma distancia. A partir dai, foi
possivel obter a viscosidade intrinseca (1), a qual ¢ considerada a medida do volume de uma

Unica molécula polimérica em condi¢do ideal. Para isso foi utilizada a equacao:

Jesp _ n + knnesp, ONde C € a concentragdo da dispersao e k € um coeficiente tabelado

para o sistema solvente utilizado, cujo valor é 0,28.

Pelo valor da viscosidade intrinseca foi possivel determinar a massa molar

viscosimétrica (M) aplicando-o na equagio de Mark-Houwink-Sakurada (KASAAI, 2007):

n = K(M,)%, onde K e o sdo constantes viscosimétricas que variam em funcdo da
natureza do solvente, temperatura e estrutura quimica do polimero. Para a quitosana, no sistema
solvente aqui empregado e a 25°C, K vale 1,81x10° mL.g* e a, 0,93 (KASAAI, 2007).

4.2.2.2 Obtencéao dos PECs

Os PECs foram obtidos a partir de duas dispersdes (A e B) e uma solucédo (C), as quais

foram obtidas da seguinte forma:

A = dispersdo de quitosana (forma polimérica) ou oligoquitosana (forma oligomérica) 4,0
mg.mL™. Duzentos miligramas de quitosana ou oligoquitosana foram dispersos em solug&o
aquosa de acido acético 6,005 mg.mL™ ou agua, respectivamente, por um periodo overnight,
mediante agitacdo magnética. Em alguns ensaios, tal dispersdo foi acrescida com solucdo
aquosa de NaCl 2,922, 5,844, 11,688, 17,532 ou 23,376 mg.mL*. Em seguida, efetuou-se ajuste
para pH 5,5, apenas no caso de se utilizar solucio aquosa de &cido acético 6,005 mg.mL* como
meio de dispersdo. A dispersdo teve o volume final completado para 50 mL e foi filtrada através

de membrana de poro de 1,2 ym.
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B = solugdo de ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCp) 2,0 mg.mL™: 100 mg de
HPMCp foram dispersos em solucdo aquosa de NaOH 4,0 mg.mL™, sob agitacio magnética,
por um periodo overnight. Em alguns ensaios, tal dispersdo foi acrescida com NaCl 2,922,
5,844, 11,688, 17,532 ou 23,376 mg.mL™. A dispersio obtida teve seu pH ajustado para 5,5,
6,0 ou 6,7. O volume foi completado para 50 mL e filtrou-se a dispersé@o por membrana, com

diametro de poro 1,2 pum.

C = tampéo fosfato pH 7,4 ou solugdo de MTX a 0,5, 1,0 ou 2,0 mg.mL™ em tamp&o fostato

pH 7,4. A solugdo foi filtrada através de membrana com didmetro de poro de 0,4 um.

Sobre 2 mL da solucéo A, foram gotejados, por meio de seringa, 1,06 mL da solucéo C,
sob forte agitacdo magnética. Em seguida, foram gotejados 1,34 mL da solucéo B. A agitacdo

magnética foi mantida por mais 30 minutos.

O Quadro 5 exibe todos os fatores que foram pesquisados durante o desenvolvimento
dos PECs e o codigo atribuido a cada variagdo de formula sintetizada. As varidveis exploradas
foram o tipo de quitosana (oligomérica ou polimérica), a forca ibnica das dispersdes
poliméricas, a concentracdo de MTX em relacdo a massa polimérica, o pH da dispersédo de
HPMCp e 0 meio de dispersdo da quitosana. A proporcao quitosana:HMPCp foi mantida fixa

em 3:1 com base em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (NAVES, 2018).



Quadro 5 — Fatores pesquisados durante o desenvolvimento dos PECs
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Legenda: PECs= complexos polieletroliticos; MTX= metotrexato; HPMCp= ftalato de

hidroxipropilmetil celulose; *= auséncia de MTX

Fonte: DO AUTOR (2019)
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4.2.2.3 Caracterizacdo dos PECs

As caracterizacOes iniciais dos PECs compreenderam a determinagdo do tamanho de
particula, da polidispersdo, do potencial zeta e da eficiéncia de encapsulagdo (EE). Os
resultados de tais caracterizaces possibilitaram a selecdo de amostras que foram submetidas
as caracterizacbes adicionais, por microscopia de forca atdbmica, andlise térmica e

espectroscopia no infravermelho.

4.2.2.3.1 Determinacdo de tamanho de particula, polidispersao e potencial zeta

Todos os PECs desenvolvidos tiveram o didmetro hidrodindmico médio e o PdlI
analisados por espalhamento de luz dinamico (DLS) e e o potencial zeta avaliado por
5.2espalhamento de luz eletroforético. As analises foram feitas a 25°C, utilizando um angulo
de deteccdo de 173°. Para a execucgdo de tais medidas as suspensdes foram diluidas com agua

Milli-Q na proporcéo de 1:3,33.

Para alguns PECs verificou-se a variacdo do potencial zeta em funcéo do pH com auxilio
do titulador automatico acoplado ao Zetasizer Nano ZS®. Estudou-se a faixa de pH de 3 a 10,
empregando-se solugdes aquosas de HCI 9,115 mg.mL* e NaOH 10 mg.mL? e 20 mg.mL™.
As amostras tituladas foram previamente diluidas em agua Milli-Q a uma concentracdo de 1,0

mg.mL™.

4.2.2.3.2 Determinagéo da eficiéncia de encapsulagdo

A EE foi determinada em suspens@es de PECs frescas, cerca de 24 h ap6s a obtencao.
Um mililitro de suspensé&o foi transferido para eppendorf e centrifugado a 14000 x g por 1,5 h.
Quinhentos microlitros do sobrenadante foram diluidos com 500 uL de solugdo tampéo acetato
pH 4,3. A diluicdo foi filtrada atraves de membrana de poro de 0,45 um e efetuou-se a
quantificacdo de MTX por meio de CLAE, seguindo as condicGes validadas pelo método

descrito na secdo 4.2.1.2. Para amostras cujo valor quantificado extrapolou a concentracédo
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méaxima da curva de calibracéo, a analise foi repetida utilizando-se um maior fator para diluicdo

do sobrenadante. Todas as analises foram feitas em triplicata.
A EE foi calculada de acordo com a seguinte formula:

([MTX empregado na obtengdo] — [MTX no sobrenadante da suspensio])
EE (%) = ~ x 100
[MTX empregado na obtencao]

4.2.2.3.3 Microscopia de forca atbmica

As suspensdes de PECs foram colocadas em banho de ultrassom durante 10 minutos.
Em seguida, pequenas ldminas de vidro, as quais foram usadas como suporte, foram
mergulhadas na amostra. Apds 5 minutos, as laminas foram retiradas, rinsadas com agua Milli-

Q e secas por movimento de rotacdo manual, a uma velocidade aproximada de 30 rpm.

As laminas foram analisadas no microscopio Park Systems NX10, em modo de contato
NCM (True Non-Contact™ Mode), utilizando cantilever NSC15. Foram registradas imagens
com tamanho de XScan: 16 um e YScan: 13,8 um e resolucdo de 512x512 pixels. As imagens
foram analisadas utilizando o software Park SmartScan™., A analise de graos foi efetuada pelo

método Threshold, sendo observadas areas superiores a vérias alturas a partir de 0 nm.

4.2.2.3.4 Espectroscopia de absorcéo no IV

Amostras liofilizadas dos PECs QS200, QS200V, OQ-7 e OQV, assim como as
matérias-primas utilizadas na obtencéo, quitosana, oligoquitosana, HPMCp, metotrexato, e 0s
crioprotetores, manose e trealose, foram analisadas por espectroscopia no IV no modo ATR.
Foram obtidos espectros na regido de 4000 a 400 cm™.

4.2.2.2.5 Termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial
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Para a analise por termogravimetria (TG) foram pesados cerca de 8 a 10 mg de amostra
(quitosana, oligoquitosana, HPMCp, MTX, trealose, manose, QS200, QS200V, OQ-7 ou OQV)
em cadinho de alumina. Os experimentos foram realizados sob atmosfera de nitrogénio (50
mL.min™) com uma taxa de aquecimento de 10°C.min, a partir de 20 °C até a temperatura

maxima de 600°C.

As curvas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram obtidas pesando-se de
5 a 10 mg das amostras (quitosana, oligoquitosana, HPMCp, MTX, trealose, manose, QS200,
QS200V, OQ-7 ou OQV) em cadinho de aluminio aberto, o qual foi posteriormente fechado.
As medidas foram conduzidas sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL.min) com um

fluxo de calor de 10 °C.min, aquecido a partir da temperatura ambiente até 400°C.

4.2.2.4 Selecéo de crioprotetores

Para o estudo de crioprotecdo, foram produzidos varios lotes de QS200, os quais foram
reunidos em um pool cujo tamanho de particula foi determinado por DLS, cerca de 24 h apos a
obtencdo. Para cada amostra, 1 mL da suspenséo foi transferido para frasco de penicilina e
acrescentou-se o(s) crioprotetor(es). Os frascos foram movimentados gentilmente até completa
solubilizacéo dos crioprotetores. Em seguida, as amostras foram congeladas mediante imersao
em nitrogénio liquido enquanto o frasco era girado em posicdo inclinada, de modo que a
amostra se congelasse na forma de um filme fino aderido as paredes do recipiente. As amostras

congeladas foram submetidas a liofilizacdo, a temperatura de -49°C e presséo 0,024 mBar.

As alternativas de crioprotecdo avaliadas foram: trealose 10%; manose 10%; trealose
5%; manose 5%; trealose 5% + manose 5%, trealose 2,5% + manose 2,5%, manitol 10% e
manitol 5%. A titulo de comparacdo tambem foi efetuada a liofilizacdo de amostra congelada
nas mesmas condicgdes, porém na auséncia de qualquer crioprotetor e, portanto, usada como

controle negativo. Todas as opgOes foram testadas em triplicata.

Para ressuspensdo das amostras liofilizadas foi utilizada uma mistura de solugdo aquosa
de &cido acético 6,005 mg.mL™ pH 5,5, solucio aquosa de hidréxido de sodio 4,0 mg.mL™ pH
5,5 e tampéo fosfato pH 7,4, nas proporgdes necessarias para reproduzir o meio de obtencéo
dos PECs, conforme descrito na secdo 4.2.2.2. Inicialmente verificou-se se seria possivel

ressuspender cada amostra em 100 uL. Depois o volume foi completado para 1 mL e a amostra
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foi submetida a anélise de tamanho por DLS e analise morfoldgica por microscopia por forga

atdbmica, conforme metodologia descrita nas se¢fes 4.2.2.3.1 e 4.2.2.3.3 respectivamente.

A andlise estatistica foi feita pelo teste Kruskal Wallis, pelo software R (R CORE
TEAM, 2018) usando o pacote Agricolae (MENDIBURU, 2017).

4.2.3 Desenvolvimento de hidrogéis

O desenvolvimento dos hidrogéis consistiu na sua obtencdo e caracterizagdo quanto a
temperatura de gelificacdo, perfil de textura e seringueabilidade, conforme a metodologia

detalhada adiante.

4.2.3.1 Obtencdo dos hidrogéis

Foram preparados hidrogéis contendo poloxamero 407 20% (m/m) e poloxamero 188
10% (m/m) em agua Milli-Q pelo método de dispersdo a frio (SCHMOLKA, 1972). Para
obtencdo do hidrogel base (HG), ss polimeros foram pesados, tamizados e dispersados aos
poucos sobre a dgua milli-Q, ja sob agitacéo, contida em béquer mergulhado em banho de gelo.
A agitacdo foi mantida por 20 min., & velocidade minima suficiente para movimentar
adequadamente a dispersdo. A formulacao foi armazenada sob refrigeracao e aguardaram-se no

minimo 24 h antes que qualquer caracterizacao fosse feita.

HG-MTX, ou seja, formulacdo base acrescida do farmaco, foi preparado do mesmo
modo. A Unica diferenca foi que a fase aquosa foi constituida por MTX solubilizado em tampéo
fosfato pH 7,4, em quantidade suficiente para se obter concentracdes finais de 1,4 mg.mL™,
0,120 mg.mL? e 0,482 mg.mL™.

Com a mesma proporcao de poloxameros e metodologia descritas acima, também foram
obtidos HG-QS, HG-QS200, HG-0OQ-7 e HG-OQV, nos quais a fase aquosa consistiu de
suspensao fresca de QS, QS200, OQ-7 e OQV, respectivamente, e HG-OQ-7 liof., no qual a

fase aquosa foi constituida por ressuspensao de OQ-7 liofilizados.
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4.2.3.2 Caracterizagdo dos hidrogéis

Todos os hidrogéis foram caracterizados quanto a sua temperatura de gelificagéo, pelo
método de inversdo do tudo, e algumas amostras, especificadas na subsec¢do 4.2.3.2.2, tiveram

tal parametro avaliado também por reometria oscilatéria.

4.2.3.2.1 Determinacdo da temperatura de gelificacdo pelo método de inverséo do tubo

A temperatura de gelificacdo de HG, HG-MTX, HG-QS200 e HG-OQ-7 foi estimada
pelo método de inversdo do tubo (SHINDE et al., 2016). Acondicionou-se 1 mL de amostra em
eppendorf de 2 mL. A amostra foi mergulhada em banho-maria a 25°C e a temperatura do
banho foi elevada numa velocidade aproximada de 1°C a cada 3 minutos, até a ocorréncia de
gelificagdo, o que foi monitorado a cada incremento de 1°C. A gelificacdo foi caracterizada
quando a inclinagdo do tubo a 90° ndo mais produziu deslocamento do menisco da amostra
(FIGURA 8). O teste foi realizado em triplicata.

Figura 8 — Caracterizagdo de amostra de HG gelificada (B) e ndo gelificada (A), durante
determinacdo da temperatura de gelificacdo pelo método de inversdo do tubo

Fonte: DO AUTOR (2017)

4.2.3.2.2 Determinacao da temperatura de gelificacdo por método reométrico oscilatério

A fim de se determinar a temperatura de transicao solido-gel (Tsouger), amostras de HG,
HG-MTX e HG-QS foram analisadas em redmetro de tensdo e gradiente controlados MARS |1
(Haake®), no modo oscilatério com rampa de temperatura, € geometria cone-placa paralela de
35 mm de diametro, separadas por uma distancia fixa de 0,052 mm (BARBOSA et al., 2017;
BRUSCHI et al., 2006, 2007; FERREIRA et al., 2015; JONES et al., 2009). Cada amostra foi
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cuidadosamente depositada na placa inferior do equipamento, assegurando 0 menor
cisalhamento possivel da formulacédo, e permitindo tempo de relaxamento de um minuto antes
de cada determinac&o. Inicialmente, foi realizada a determinacao da regido viscoelastica linear
(RVL) de cada formulacéo nas temperaturas de 5 °C e 60 °C. Apos isso, a analise de varredura
da temperatura foi conduzida variando de 5 °C a 60 °C, com gradual aumento de 10 °C.min*
na temperatura, seguindo a aplicacdo de uma tensao constante e frequéncia de 1,0 Hz. O médulo
elastico (G’), o modulo viscoso (G”), a viscosidade dinamica (n’) e a tangente de perda (tan o)

foram determinadas utilizando o programa RheoWin 4.10.0000 (Haake®).

4.2.3.2.3 Avaliacéao do perfil de textura

As formulagbes HG, HG-MTX, HG-QS200 e HG-OQ-7 tiveram seu perfil de textura
avaliado pelo equipamento Taxt Plus, disponivel no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
da Unifal. Tal analise forneceu informacdes referentes a forca de compresséo, capacidade de
adesdo e coesao dos hidrogéis. A Figura 9 traz uma representacdo esquematica do texturémetro

e de como os resultados sdo plotados graficamente.

Para o ensaio, o qual foi realizado em triplicata, 10 mL de amostra foram acondicionados
em tubo Falcon de 50 mL e mergulhados em banho termostatizado a 37°C a fim de se obter
gelificacdo. Durante a andlise, a prova analitica (10 mm de didmetro) penetrou na amostra,
numa velocidade de 0,50 mm.s™, percorrendo a distancia de 10 mm e ento retornou a sua
superficie a uma velocidade de 0,50 mm.s. Ap6s um intervalo de 5 segundos, houve um
segundo ciclo de compressdo sob as mesmas condi¢bes anteriores. A forca de gatilho
empregada no método foi 0,005 N. Por meio do software Texture Exponent Lite acoplado ao
equipamento foi gerada uma curva de forca em funcdo do tempo, apresentando trés areas
distintas (FIGURA 9): Al representa o esfor¢o necessario para comprimir a amostra durante o
primeiro ciclo de compressdo; A2 representa a adesdo, ou seja, o trabalho efetuado pela sonda
para se retirar da amostra e A3 representa o esfor¢o necessario para a segunda compressao. A
razdo A3/Al informa qual é a coesdo da amostra, o que significa o quanto a amostra conseguiu
manter sua resisténcia apds a primeira compressdao (CARVALHO, 2012; EXPONENT LITE,
2009; JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997).
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de
comparagOes multiplas de Bonferroni, efetuados com auxilio do software GraphPad Prism,
versdo 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA).

Figura 9 - Representacdo esquematica do texturdmetro e do resultado grafico

TPA

l I I . prova analitica /,/\: \ /;\X

Fonte: adaptado de CARVALHO (2012)

4.2.3.2.4 Determinagéo da seringueabilidade

O trabalho necessario para extruir HG, HG-MTX, HG-QS200, HG-0Q-7, QS200 e OQ-
7 de uma seringa foi avaliado com o auxilio do equipamento Taxt Express (FIGURA 10). Para
a execucdo da andlise, uma seringa de 1 mL foi preenchida cuidadosamente com a amostra
evitando-se a incorporacdo de bolhas de ar e em seguida, foi acoplada a uma agulha 26G. Cada
amostra foi testada em quintuplicata. Uma solucdo comercial injetdvel de MTX foi avaliada

sob as mesmas condicdes, para fins comparativos.

O equipamento atuou no modo de compressao (BRUSCHI, 2006), sendo que seu braco
movel desceu, percorrendo uma distancia de 20 mm e empurrando o émbolo da seringa a uma
velocidade de 2,0 mm.s™. Pelo software Exponent Lite foi gerado um gréfico de forca versus

distancia cuja area representa o trabalho efetuado para extrusao da amostra.

Os resultados foram submetidos a ANOVA seguida por teste de comparagdes maltiplas
de Bonferroni, efetuados com auxilio do software GraphPad Prism, versdo 5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA).
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Figura 10 - llustragdo do teste de determinacdo da seringueabilidade

Fonte: DO AUTOR

4.2.4 Estudos de liberagéo in vitro

Os estudos de liberacdo in vitro foram conduzidos em células de difusdo verticais tipo
Franz (FIGURA 11), cobertas com membrana de acetato de celulose regenerada (MENDES et
al., 2019).

Como meio receptor foi utilizada uma solugdo aquosa de cloreto de sddio 8,0 mg.mL™,
cloreto de potassio 0,2 mg.mL™, fosfato de sddio dibésico 1,4 mg.mL™ e fosfato de potassio
monobasico 0,2 mg.mL%, com pH ajustado para 6,8, de forma que se simulasse o fluido sinovial
de pacientes com artrite (MARQUES; LOEBENGER; ALMUKAINZI, 2011; WARD;
STEIGBIGEL, 1978). Os testes foram conduzidos a 37° C, sob agitacdo de 300 rpm. Apoés a
montagem das células, decorrido um periodo de 30 minutos destinados a estabilizacdo do
sistema, efetuou-se a aplicacdo da amostra (200 pL). Retiraram-se aliquotas de 1 mL do
compartimento receptor apés 15 min., 30 min., 1 h,2h,4h,6 h,8h, 10 h e 12 h, as quais foram
analisadas por CLAE, para quantificagdo de MTX, conforme metodologia descrita
previamente. Imediatamente apos a retirada de cada aliquota, o meio receptor foi reposto em

igual volume de forma a se garantir a condicao sink. O ensaio foi conduzido em triplicata.
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Para fins comparativos, além das formulac@es desenvolvidas, determinou-se também o

perfil de liberagdo a partir de uma solucdo de MTX 120 pg.mL™* em tampéo fosfato pH 7,4.

Figura 11 - Representacdo esquematica da célula de difusdo utilizada para o teste de liberagdo in vitro
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Fonte: adaptado de CARVALHO, 2012

Avaliou-se o ajuste dos dados experimentais aos modelos de cinética de liberacéo de 12
ordem, Higuchi, Peppas e Weibull, utilizando-se o software Sigmaplot 10.0 (SYSTAT
SOFTWARE INC, 2006) para fazer regressao nao linear. A selecdo do modelo matematico
mais adequado foi feita considerando-se o maior coeficiente de determinacdo ajustado
(R%justado), informado pelo software, e 0 menor valor do Critério de Informacdo de Akaike
(AIC), o qual foi determinado pela seguinte equacdo (COSTA; LOBO, 2001):

AIC = n x In(SQR) + 2 X p, onde n é o nimero de pontos de coleta, SQR, a soma dos

quadrados dos residuos e p, 0 nimero de parametros do modelo matematico.

Para cada formulacdo determinaram-se 0s tempos necessarios para liberacdo de 30, 50
e 80% do farmaco total (tsos, tsow € tsow, respectivamente), pela leitura no grafico de massa
acumulada de MTX liberado em funcéo do tempo. Determinou-se a eficiéncia de liberagdo em
6 h (EL 6h), a qual correspondeu a &rea sob a curva de liberacao até o tempo de 6 h, expressa
como uma porcentagem em relacdo a area do retangulo correspondente a 100% de liberacao,
porém no mesmo tempo, como ilustrado na Figura 12. Os indices de diferenciacdo (f1) e
similaridade (f2) também foram calculados, em relacdo a solugdo de MTX livre e outras formas
tomadas como referéncia, por meio das seguintes equacdes (COSTA; LOBO, 2001):
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e f2= 50xlog{[1+;.2j=1|Rj—Tj| ] X 100}, onde n é o

namero de pontos de coleta, R;j e Tj sdo os percentuais liberados em cada ponto j pela formulagao
de referéncia e a teste.

Figura 12 - Representacdo esquematica do conceito de eficiéncia de liberacdo no tempo de 6 h (EL 6h)
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Fonte: adaptado de (COSTA,; LOBO, 2001)

4.2.5 Prova de principio em modelo animal

Foram utilizados 96 ratos machos, raca Wistar, com 8 semanas de idade, pesando
aproximadamente 250-299 g, obtidos no biotério da Universidade Federal de Alfenas. O estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — UNIFAL) da Universidade
Federal de Alfenas (Protocolo n° 55/2018). Os ratos sdo animais bastante utilizados em
modelos de artrite (GOMES et al., 2013; KIM et al., 2011; MARESCA et al., 2016; OCAL et
al., 2014; QUINTEIRO et al., 2014; SON et al., 2015; THAKKAR et al., 2004; UEMATSU
etal., 2011; WANG et al., 2008; YUDOH et al., 2009). Durante o periodo de experimento, 0s
animais tiveram livre acesso a racdo e agua e foram mantidos em sala com temperatura e

umidade controladas (24°C + 2°C e 60%, respectivamente) e a um ciclo claro-escuro de 12
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horas. Antes do inicio do experimento foi respeitado um prazo de 3 a 4 dias para ambientacdo

dos ratos nas gaiolas.

4.2.5.1 Distribuicdo dos grupos experimentais

Os ratos foram randomicamente separados em 20 grupos (QUADRO 6), sendo que em

metade deles se induziu artrite reumatoide, pela aplicacdo de Adjuvante Completo de Freund
(CFA) (GOMES et al., 2013; MARESCA et al., 2016; MORADO-URBINA et al., 2014;
OCAL etal., 2014; Ql et al., 2016a; SNEKHALATHA et al., 2013; THAKKAR et al., 2004;
TURKER et al., 2008; UEMATSU et al., 2011), e a outra metade permaneceu como controle

e recebeu apenas 6leo mineral, que é o veiculo do CFA, durante os procedimentos de inducdo

e reforco.
Quadro 6 - Descri¢do dos grupos de animais
(continua)
Grupo Indugao € Tratamento n
Reforco
Co 0.m. nenhum 4
Co+MTX oral 0.m. solugdo aquosa de MTX 50 pug.mL™* 4
Co+tampao i.a. 0.m. tampéo fosfato pH 7,4 4
Co+MTX i.a. 0.m. solugdo de MTX 482 pug.mL™* 6
Co+HG 0.m. hidrogel base sem farmaco 4
Co+HG-MTX 0.m. hidrogel contendo MTX 482 ug.mL™ 6
Co+OQV 0.m. suspensdo de PECs sem farmaco 4
Co+0Q-7 0.m. suspensdo de PECs contendo MTX 482 6
pg.mL?t
Co+HG-0QV 0.m. PECs sem farmaco dispersos em hidrogel 4
Co+HG-0Q-7 0.m. PECs contendo MTX 482 pg.mL™ dispersos 6
em hidrogel

AR CFA nenhum 4
AR+MTX oral CFA solugdo aquosa de MTX 50 pug.mL™* 4
AR+tampdoi.a. CFA tampao fosfato pH 7,4 4
AR+MTX i.a. CFA solugdo de MTX 482 ug.mL™* 6
AR+HG CFA hidrogel base sem farmaco 4
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Quadro 6 - Descricdo dos grupos de animais

(concluséo)

Inducéo e
Grupo Tratamento n
reforgo
AR+HG-MTX CFA hidrogel contendo MTX 482 ug.mL™ 6
AR+OQV CFA suspensdo de PECs sem farmaco 4
AR+0Q-7 CFA suspensdo de PECs contendo MTX 482ug.mL-
1
AR+HG-0OQV CFA PECs sem farmaco dispersos em hidrogel 4
AR+HG-0Q-7 CFA PECs contendo MTX 482 pg.mL™ dispersos

em hidrogel

Legenda: MTX= metotrexato; 0.m.= dleo mineral; CFA= Adjuvante Completo de Freund; PEC= complexo
polieletrolitico; n= nimero de animais por grupo; Co= controle; AR= artrite reumatoide; HG=
hidrogel; i.a.= intra-articular

Fonte: DO AUTOR (2019)

4.2.5.2 Protocolo experimental

No dia zero do experimento, antes de qualquer outro procedimento, mediu-se o limiar
nociceptivo basal de cada animal, pelo teste de von Frey de filamentos (CHAPLAN et al., 1994;
DIXON, 1980), cuja metodologia encontra-se descrita adiante. Em seguida os animais foram
anestesiados por injecéo intraperitoneal de solucéo de cetamina e xilazina, nas doses de 75 e 10
mg/kg, respectivamente, seguindo recomendagdes especificas do Centro de Bioterismo da
Unifal-MG. Os animais sedados foram colocados sobre placa aquecedora para prevengédo de
hipotermia e foi realizada uma tricotomia no joelho direito e de suas regifes adjacentes. Apos
esse procedimento, foram injetados intra-articularmente no joelho direito de cada animal 100
uL de CFA (SNEKHALATHA et al., 2013; THAKKAR et al., 2004) ou de 6leo mineral. Sete
dias apos a inducdo, os animais foram novamente sedados e receberam a mesma injecéo intra-
articular realizada no inicio do experimento, descrita como dose reforco (CHONDREX, 2015).
No dia 10, os animais foram anestesiados e receberam injecdo intra-articular de 100 pL,
administragdo Unica, do tratamento a ser avaliado, a qual representou uma dose de 175.7 pg.kg
1. Os grupos tratados por via oral (Co-MTX oral e AR-MTX oral) receberam solugio aquosa
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de MTX 50 pg.mL™?, na dose de 75 pg.kg* (BENDELE et al., 1999), diariamente, do dia 10 ao
dia 19, resultando numa ingestao total de 750 pg.kg™.

A partir do dia 12, avaliou-se o limiar nociceptivo dos animais, a cada trés dias, até o
dia 21. No dia 23, os animais foram anestesiados e coletou-se 0 sangue por puncéo cardiaca. O
sangue foi centrifugado para separacéo do plasma, o qual foi armazenado a -80° C para posterior
quantificacdo de IL-1p. Em seguida, os animais foram sacrificados e sua pata traseira direita foi
dissecada e colocada em p-formaldeido tamponado 40mg.mL™, para que se realizasse estudo

histologico da articulacéo tibiofemoral.

O delineamento experimental se encontra esquematizado na Figura 13.

Figura 13 - Representacao esquematica do delineamento experimental
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Fonte: DO AUTOR (2019)

4.2.5.3 Avaliacdo do limiar nociceptivo pelo teste de von Frey filamentos

Para avaliacdo do limiar nociceptivo, os animais foram dispostos sobre uma tela e
cercados individualmente por caixas transparentes de acrilico, divididas em boxes. Apos
colocar os animais no aparato, aguardava-se um periodo minimo de 30 minutos ou tempo

suficiente para ambientacao.

Utilizou-se um kit de von Frey de filamentos (CHAPLAN et al., 1994) (FIGURA 14a).
O teste foi iniciado a partir de um filamento mediano, correspondente a 6,0 g, o qual geralmente
exerce pressao abaixo do limiar nociceptivo de ratos sadios. O filamento foi pressionado
perpendicularmente a regido central suplantar da pata traseira direita do animal em repouso,
apoiado sobre a tela com as quatro patas (FIGURA 14b). A aplicacdo da presséo foi feita de

modo padronizado de forma que fosse interrompida no momento em que o filamento comecasse
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a arquear. Cada filamento foi pressionado 3 vezes, com intervalo de tempo entre cada aplicacéo.
Em seguida, o ciclo foi repetido com o filamento imediatamente mais forte, caso o animal ndo
houvesse manifestado dor. Em caso de resposta positiva, representada pelo ato de chacoalhar
ou lamber a pata, a resposta foi marcada com um “X” e repetiu-se o ciclo de estimulos com o
filamento imediatamente mais fino. As respostas negativas foram registradas com um “O” e o
proximo ciclo de estimulos foi feito com o filamento imediatamente mais espesso, de acordo
com o método up-and-down (DIXON, 1980). Caso fossem observadas quatro respostas
positivas ou negativas sequenciais o teste era interrompido e reiniciado (MASCARIN, 2015).
O teste foi conduzido até que fossem registradas 6 respostas contadas a partir da primeira
resposta positiva. A sequéncia de respostas foi registrada em uma planilha eletrénica especifica,

gue a converteu no valor numérico do limiar nociceptivo.

Figural4 — Kit de filamentos de von Frey (A) e aplicacdo do teste de von Frey (B)
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Fonte: imagens disponiveis nos sitios eletrénicos: bioseb.com (A) e land.icb.usp.br (B) (acesso em 02/06/2020)

O delineamento longitudinal foi analisado usando metodologia de Equacbes de
Estimacdo Generalizadas (GEE), com erros assumindo distribuicdo Gama e matriz de
covariancia com estrutura independente. O teste post hoc utilizado foi o Bonferroni para
comparagOes dois a dois com 5% de significancia. Os resultados foram apresentados como

média + erro padrdo médio.

4.2.5.4 Quantificacdo de IL-1p plasmatica

A quantificacdo de IL-1B plasmatica foi realizada por ensaio de imunoabsorcédo
enzimatica (ELISA) utilizando-se kit comercial especifico (PeproTech®), seguindo as

recomendag0es do fabricante, conforme descrito a seguir.
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Em placa de 96 pogos, cada pogo recebeu 100 pL de anticorpo de captura (2,0 pg.mL"
. A placa foi selada e incubada a temperatura ambiente durante a noite. Os pogos foram
aspirados para remocdo do liquido e lavados 4 vezes pela adicdo de 300 pL de tampédo de
lavagem. Apos a lavagem, a placa foi invertida sobre papel toalha para remogdo do tampéao
residual. A cada pogo foram adicionados 300 pL de tampéo de bloqueio. Apés pelo menos 1 h
a temperatura ambiente, os pocos foram aspirados e lavados 4 vezes. Cada pogo recebeu 100
uL de padréo (diluicbes com diversas concentracfes) ou amostra (previamente diluida sempre
que necessario). A placa foi incubada a temperatura ambiente por pelo menos 2 h. Apds nova
aspiracdo e lavagem, cada poco recebeu 100 pL de anticorpo de deteccdo (0,50 pg.mL™Y).
Procedeu-se incubacdo a temperatura ambiente por 2 h. Apds aspiracdo e lavagem, cada poco
recebeu 100 L de conjugado avidina-HRP (diluido a 1:2000). Apos incubacdo a temperatura
ambiente por 30 min, seguida por aspiracédo e lavagem, acrescentou-se a cada po¢o 100 uL de
substrato liquido ABTS. A placa foi incubada a temperatura ambiente para desenvolvimento de
cor, o qual foi monitorado a 405 nm com leitor de placas de ELISA. A concentracdo de IL-13

nas amostras foi determinada a partir da curva padréo construida.

4.2.5.5 Avaliacdo histoldgica da articulacéo tibiofemoral

Apos as articulacBes dissecadas permanecerem em paraformaldeido tamponado 40
mg.mL? (pH 7,4) (GAGE; KIPKE; SHAIN, 2012; NOVAES et al., 2015) durante 48 h para
fixacdo, foram submetidas ao processo de descalcificacdo, conforme descrito a seguir. As pecas
anatdbmicas foram submersas em solucdo constituida por &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) (0,7 g), tartarato de sddio e potassio (8 g), tartarato de sddio (0,14 g), &cido cloridrico
(120 mL) e agua purificada (900 mL). Apo6s 24 h, as amostras foram rinsadas com agua
purificada e transferidas para solucéo aquosa de EDTA 100 mg.mL™ (LIU et al., 2017), na qual
permaneceram por 45 dias para completa descalcificagdo. Durante tal periodo, a solucdo de
EDTA 100 mg.mL™ foi renovada duas vezes por semana. O processo de descalcificagdo foi
finalizado quando os o0ssos ndo mais ofereceram resisténcia a penetracdo de uma agulha
intradérmica. Ap6s a descalcificacdo, as articulacdes foram lavadas com agua purificada,
desidratadas em etanol, clarificadas em xilol e incluidas em parafina de forma que o eixo
longitudinal do fémur ficasse em orientacdo vertical. Os blocos foram seccionados com 4 um

de espessura, corados com hematoxilina e eosina e montaram-se as laminas histoldgicas
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(SEQUETTO et al., 2017). Os cortes foram observados em fotomicroscépio de camplo claro,

usando lentes objetivas de 40x.

A histopatologia da cartilagem e da capsula articular foi avaliada pela observacdo de
sinais evidentes de inflamacdo (celularidade tecidual), hipertrofia/hipotrofia celular, e
degeneracéo cartilaginea (pannus). A partir das observacdes histopatoldgicas estabeleceu-se o
escore da gravidade da lesdo articular, segundo os seguintes critérios (ADAN et al., 2013): grau
1= nenhuma alteragdo detectavel; grau 2= alteracGes leves; grau 3= alteagdes moderadas; grau

4= alteracdes intensas; grau 5= alteracOes graves (completa degeneracéo).

A histomorfometria articular foi avaliada pela determinacdo da espessura da cartilagem,
da densidade de numero (QA) de condrocitos e sinoviécitos e da distribuicdo de células
intersticiais/inflamatérias na sindvia. Para a determinacdo da espessura média utilizou-se
ferramenta de medida linear aplicada as extremidades e no centro da cartilagem do fémur e da
tibia. Para céalculo do QA de condrocitos e QA de sinovidcitos aplicou-se a férmula
estereoldgica QA = Y, c/At; em que ), c representa 0 somatdrio do numero de células de
interesse e A¢t, a dimensdo da area de teste utilizada (25x10° um?). A morfologia foi avaliada
mediante a observacdo de 15 campos histologicos aleatorios por animal e sua analise
quantitativa foi obtida com auxilio do programa de analises de imagens Image-Pro plus 4.5
(Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA) (NOVAES et al., 2015).

Para a andlise estatistica, os dados paramétricos foram submetidos a Anova seguida pelo
poOs-teste de Newman-keuls, empregando-se o software GraphPad Prism, versao 5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA). Os dados ndo paramétricos foram comparados pelo teste de Kruskal,
utilizando-se o software R (R CORE TEAM, 2018) usando o pacote Agricolae (DE
MENDIBURU, 2017).
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados de forma a facilitar a correlagdo entre eles e a
compreensédo do todo. Por esse motivo, algumas subsecdes apresentadas na metodologia, aqui

terdo seus desfechos reunidos.

5.1 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DE MTX

A pesquisa de seletividade mostrou que todos os excipientes empregados nas
formulacdes apresentaram absorcdo no UV inferior a 4,8% daquela apresentada por MTX a 306
nm (FIGURA 15-A). A absorcdo apresentada pelos poloxameros foi considerada néo
importante porque a Unica caracterizacdao de hidrogéis dependente de quantificacdo do MTX
foi o estudo de liberagdo in vitro, durante o qual os polimeros ndo atravessariam a membrana
de celulose e, portanto, ndo alcangariam significativamente as amostras a serem quantificadas.
Com relacdo aos PECs, a absorc¢do foi considerada relevante e capaz de produzir interferéncia,
tanto que as absor¢des de QSV e OQV corresponderam a 10,5% e 16% da absorcdo do MTX,
respectivamente. Como além da liberacdo de farmaco in vitro, os PECs também teriam sua EE
caracterizada, a qual seria realizada mediante andlise do sobrenadante de PECs centrifugados,
foi necessario garantir que o método de quantificacdo desenvolvido impediria a interferéncia

das formulacdes vazias.

Constatou-se que o método cromatografico pode ser aplicado para quantificacdo de
MTX no sobrenadante de dispersdes de PECs. Sob as condicdes de analise aqui descritas, 0
MTX elui com tempo de retengdo entre 4,6 e 4,9 minutos, quando nenhum composto é
detectado quando os PECs vazios sdo analisados (FIGURA 15-B). Foi possivel constatar a
pureza do pico no tempo de reten¢do do MTX (FIGURA 16) a partir da anélise do sobrenadante
de QS200 submetida a centrifugacdo (14000xg, por 1,5 h).
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Figural5 — Perfis de absorcdo no UV de excipientes e PECs vazios (A) e cromatogramas de solucdo de MTX

e PECs vazios (B)
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Fonte: DO AUTOR (2019)
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Figura 16 - Pureza do pico de MTX, apés andlise cromatogréafica do sobrenadante de QS200, com deteccao a

306 nm
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A Figura 17 apresenta os valores de &rea do pico plotados em funcéo da concentracéo

das solugdes de MTX, quando analisadas por CLAE, sob as condig0es relatadas na metodologia

de validacéo do método.

Figura 17 - Plotagem das areas de pico em funcdo da concentragdo de solucdes de MTX, analisadas por CLAE*
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a 306 nm. Fonte: DO AUTOR (2018)
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Como pode—se observar houve linearidade visual. O Teste de Cochran revelou C=
0,764, valor superior ao Cranelado (0,516), 0 que demonstra a distribuicdo heterocedastica, ou
seja, a variancia das areas do pico aumenta com o aumento da concentracdo. Portanto, a curva
de calibracdo foi obtida efetuando-se ajuste linear pelo método dos minimos quadrados
ponderados resultando em: equagéo da reta: y = 162062,4x + 2885,9, R?2=0,9996 e r = 0,9998,

indicando boa correlacdo entre as variaveis.

O Teste F atestou a significancia do coeficiente angular (Fcaiculado = 5,257.10%), 0 valor
de p foi < 2,2.10, indicando a adequacio do modelo de regressio aplicado. A Figura 18-A
apresenta a plotagem dos residuos ao redor do eixo x. Embora a soma residual dos quadrados
minimos da regresséo linear ndo tenha sido proxima de zero (2,5474.10°) e o teste de Shapiro-
Wilk ndo tenha atestado a normalidade da distribui¢do dos residuos (P = 0,02149), a plotagem
simultanea da area prevista e a area obtida na andlise (FIGURA 18-B) demonstrou que o0s
valores calculados a partir da equacdo sdo praticamente coincidentes com os valores

experimentais.

Figura 18 — Plotagem dos residuos de y em torno do eixo x (A) e plotagem simultanea dos valores experimental
e previsto de y (B)
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Fonte: DO AUTOR (2018)

Além de linear, 0 método demonstrou exatiddo entre 99,0 e 103,1%. De acordo com a
legislacdo vigente (BRASIL, 2017), o ensaio de verificagdo da exatiddo deve ser realizado a
partir de solucGes simples da substancia quimica de referéncia quando o método destina-se a
aplicacdo em insumos farmacéuticos, ou a partir da matriz da formulagcdo contaminada com
concentracBes conhecidas da substancia quimica de referéncia quando o método destina-se a
ser aplicado em produto acabado. Neste trabalho, o método analitico teve por finalidade

quantificar o farmaco liberado da formulacdo e/ou o farmaco livre, ndo encapsulado, ndo
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visando quantificar o MTX presente nas formulagdes. Por isso, a exatiddo foi determinada a
partir de solucdes de MTX, como descrito na metodologia. A partir de amostras dos PECs
vazios QS200V e OQV, contaminados com concentracdo conhecida de MTX, a recuperacgao
foi de 99,3% e 95,04%, respectivamente.

Encontrou-se uma precisdo intradia muito favoravel (TABELA 1), com DPR méaximo
de 1,33%. A precisédo interdia variou de 1,62 a 2,94%. A legislacdo vigente estabelece que os
limites aceitaveis para tais parametros devem ser justificados de acordo com o objetivo do
método e sua variabilidade intrinseca, a concentracdo de trabalho e a concentracdo do analito
na amostra (BRASIL, 2017).

Tabela 1 - Resultados para a determinacao de exatidao e precisao intra e interdia do método
de quantificacdo de MTX por CLAE

c.e. (ng.mL™?)
Ensaio | c.t. (ug.mL™) Precisdo (%) Exatidao (%)
M DP
< 0,5 0,515 0,007 1,33 103,1
3 20,0 20,139 0,110 0,55 100,7
E 30,0 29,698 0,026 0,09 99,0
o 0,5 0,507 0,015 2,94 101,3
= 20,0 20,491 0,332 1,62 102,5
1= 30,0 30,341 0,520 1,71 101,1

Legenda: c.t. = concentragdo tedrica; c.e. = concentragdo experimental; M = média;
DP = desvio padrdo; CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia
Fonte: DO AUTOR (2018)

O principal objetivo deste método é possibilitar a comparacéo entre diferentes amostras
quanto a capacidade de incorporacdo do farmaco pelos sistemas e a seu perfil de liberacao,
norteando assim a triagem das formulagcGes durante seu desenvolvimento. Considerando que
apenas variacdes muito notaveis de desempenho sdo Uteis para definir entre uma ou outra
amostra, entende-se que o0 método a ser empregado nao necessita uma precisao tao alta quanto

a suficiente para controle de qualidade, por exemplo.

Além dos erros de preparo de amostra, 0 método estd sujeito as variacbes do
equipamento, como flutuacdes no funcionamento do injetor de amostra, das bombas que
propulsionam a fase movel, da temperatura de analise, uma vez que o equipamento nao conta
com forno para coluna, e do desempenho da lampada do detector. Embora tais inconvenientes

provavelmente contribuam para diminuir a precisdo intermediaria, com certeza ndo sao
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limitantes, haja visto a quantidade de metodologias analiticas por CLAE validadas para

quantificacdo de analitos diversos.

Como a legislacio em vigor (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
(BRASIL), 2017) néo especifica 0 DPR maximo aceitavel de acordo com a concentracdo do
analito na amostra e nem com a concentracao de trabalho. Na auséncia de um parametro de
comparacao, optou-se por avaliar a precisdo intermediaria pelo teste t de student, conforme
sugerido na consulta publica que precedeu a legislacéo vigente (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA (BRASIL), 2016). A concentracdo de 0,5 pg.mL?, anélises
efetuadas em 6 dias diferentes apresentaram p > 0,05, ou seja, houve igualdade estatistica
presumindo amostras com variancias equivalentes. Para as concentragdes de 20 e 30 pg.mL?,
observou-se igualdade entre alguns dias mas diferenca entre outros. A falta de reprodutibilidade
perfeita ndo invalida completamente a aplicacdo do método. Como foram demonstradas
linearidade, exatiddo e repetibilidade perfeitamente aceitaveis, uma alternativa coerente seria
quantificar as amostras a partir de curva de calibragdo construida para cada dia de analise.

O LQ e LD determinados foram 0,0178 pg.mL™* e 0,0058 pg.mL™, respectivamente.

5.2 DESENVOLVIMENTO DOS PECs

O desempenho dos PECs como carreadores para farmacos é dependente de suas
caracteristicas fisico-quimicas, as quais variam de acordo com o processo de obtencdo, a
composicdo e atributos de suas matérias-primas. Portanto, os resultados apresentados nesta
subsecao facilitardo a compreensédo dos resultados de liberacdo in vitro e da prova de principio

em modelo animal.

5.2.1 Caracterizagéo da quitosana

O grau de desacetilagdio (GD) da quitosana pode interferir no tamanho das
nanoparticulas com elas obtidas (DING et al., 2019; FURLANI et al., 2019; SAWTARIE; CAI,
LAPITSKY, 2017), na interacdo desses carreadores com as células do sistema imune e na

resposta deflagrada por tal interacdo (FURLANI et al., 2019). O GD foi determinado para se



99

confirmar as especificacbes do fornecedor, pois nem sempre h& coeréncia entre valor
determinado e o rotulado (SANTOS et al., 2003). As propriedades fisico-quimicas da
quitosana, além de serem diretamente influenciadas pelo GD, também podem variar em fungéo

da massa molar média. Portanto, tal parametro também foi determinado.

5.2.1.1 Determinacdo do grau de desacetilacéo

Para determinacdo do grau de desacetilacdo, utilizaram-se os dados obtidos por meio da
titulacdo potenciométrica de uma mistura de HCI 0,1M e QS por NaOH 0,1 M, no intervalo de
pH 2,4 a 3,6, para calculo de Y’, conforme descrito na se¢do 4.2.2.1 (TABELA 2)

Tabela 2 - Dados obtidos pela titulagdo potenciométrica de quitosana segundo metodologia descrita por Jiang,

Chen e Zhong (2003)
12 titulacdo 22 titulacéo 3 titulacéo
V(L) | pH Y’ V(L) | pH Y’ V(L) | pH Y’

0,0105 2,45 0,004713704 0,0105 2,45 0,004713704 001 242 0,00502797
0,011 255 0,00376117 0,011 2,53 0,003938429 0,0105 2,5 0,004201093
0,0115 2,67 0,002865991 0,0115 2,63 0,003142497 0,011 2,6 0,003352146
0,012 2,82 0,002038065 0,012 2,78 0,002234694 0,0115 2,72 0,002554317
0,0125 3,05 0,001205459 0,0125 3 0,001352547 0,012 2,89 0,001734675

0,013 3,56 0,000374178 0,013 3,43 0,000504752 0,0125 3,17 0,000914434
Fonte: DO AUTOR (2017)

A plotagem dos valores de volume de titulante (V) em fung¢do de Y’ originou grafico

com linearidade, como o ilustrado na Figura 19.
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Figura 19 - Plotagem do volume de titulante em fungéo de Y’ para os dados obtidos
a partir das titulagdes potenciométricas de quitosana segundo método

proposto por Jiang, Chen e Zhong (2003)
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Fonte: DO AUTOR (2017)

0.005

A equacdo da reta e o fator de correlacdo de Pearson (r) obtidos pela plotagem de V em

fungdo de Y’, para todas as titulagdes, assim como o volume de equivaléncia (Ve) e 0 GD

encontrados estdo apresentados na Tabela 3.

O GD determinado foi, portanto, 96,00% (valor médio das triplicatas), o qual esta de

acordo com o informado pelo fornecedor (=75%). Tal parametro pode variar significativamente

de acordo com as condicdes de obtencdo do polimero (CANELLA; GARCIA, 2001). Possuir

alto GD implica em maior solubilidade da quitosana, o que facilita seu uso na produ¢do (MIMA

etal., 1983).

Tabela 3 - Resultados obtidos a partir das trés titulacbes potenciométricas de quitosana segundo método

desenvolvido por Jiang, Chen e Zhong (2003)

Parametros 12 titulagéo 22 titulacéo 3 titulacéo
Equacéo da reta - 0,5792x + 0,0132 - 0,5886x +0,0133 - 0,6083x + 0,0131
r 0,9996 0,9996 0,9999
Ve (ML) 13,2 13,3 13,1
GD (%) 96,00 95,35 96,65

Legenda: r = coeficiente de correlagdo de Pearson; V. = volume de equivaléncia; GD = grau de desacetilacéo.
Fonte: DO AUTOR (2017)
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5.2.1.2 Determinacgdo da massa molar viscosimétrica

Apesar da viscosimetria ndo ser um método absoluto, é utilizada com frequéncia para
determinacdo da massa molar de polimeros (SANTOS et al., 2003). Além disso, fornece
informacdo referencial dentro do grupo de pesquisa, para comparacao entre lotes de polimeros
adquiridos, uma vez que no laudo dos fornecedores ndo sdo especificados valores exatos de

massa molar mas sim faixas bastante amplas de possiveis valores.

O tempo médio de escoamento da dispersdo de quitosana a 0,001 g.mL* e do solvente
foram, respectivamente, 36,05 s e 29,05 s. A partir de tais dados, determinou-se a massa molar

viscosimétrica como 3,04x10° g.mol™, a qual corresponde a médio peso.

5.2.2 Obtencéo dos PECs

Pela técnica de complexacdo polieletrolitica (PATIL et al., 2010) foi possivel obter
PECs a base de quitosana e HPMCp, ou oligoquitosana e HPMCp, contendo ou ndo MTX, de
forma simples e de baixo custo. Independente da forma de quitosana utilizada (polimérica, ou
oligomérica) e de quase todas as condi¢cdes de obtencédo estudadas, conforme descrito na secédo
4.2.2.3, 0 aspecto visual caracteristico das suspensdes de PECs foi homogéneo e levemente
opalescente (FIGURA 20). O diferencial se deu pela inclusdo do MTX, resultando em disperséo

homogénea, opalescente, porém amarela, ao invés de incolor.
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Figura 20- Aspecto macroscépico de PECs de quitosana e HPMCp sem MTX (A) e PECs de oligoquitosana
com MTX (B)

Legenda: PEC = complexo polieletrolitico; MTX = metotrexato; HPMCp = ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose
Fonte: DO AUTOR (2017)

As suspensoes de PECs, logo apds o processo de reticulacdo, apresentaram pH entre
55¢e 6 (TABELA 4). O pH do fluido sinovial de pacientes com artrite reumatoide €, em
média 6,6 (GOLDIE et al., 1969), apresentando uma acidez correlacionada ao grau de
infiltracdo leucocitaria (WARD; STEIGBIGEL, 1978) e, portanto, dependente da atividade
da patologia. Sendo assim, os PECs apresentaram um pH préximo, porém um pouco abaixo
do ideal para aplicacdo intra-articular em pacientes com artrite reumatoide, indicando a
necessidade de se monitorar a possibilidade de irritacdo in vivo e efetuar um ajuste nas

formulagdes, se necessario.

Tabela 4 - Valores de pH das suspensdes frescas de PECs

PEC pH PEC pH PEC pH
QS 5,57 0,03 Q5200 5,65 + 0,14 QsV 5,46 + 0,01
QS50 5,54 + 0,03 Q5300 5,79 + 0,16 0Q-7 5,87 + 0,00
QS100 5,65 + 0,00 QS400 5,89 0,07 oQV 5,97 + 0,03

Legenda: PECs= complexos polieletroliticos
Fonte: DO AUTOR (2020)

5.2.3 Caracterizacéo dos PECs
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Os parametros de tamanho de particula, Pdl, potencial zeta e EE sdo diferenciais para o
desempenho de nanocarreadores, por isso foram empregados como critérios de selecdo para 0s
PECs desenvolvidos. Os resultados das caracterizacdes adicionais foram importantes para

acessar a formacéo das particulas e a incorporacdo do farmaco nas mesmas.

5.2.3.1 Determinacdo de tamanho de particula, polidispersdo, potencial zeta e EE

Os tamanhos de particula, o Pdl, o potencial zeta e a eficiéncia de encapsulacdo
determinados para os PECs estdo apresentados na Figura 21, por meio de box plot, no qual estdo
representados a mediana, 0 primeiro e o terceiro quartis, os valores minimo e maximo e 0s
outliers. Os dados foram analisados separadamente para cada tipo de PEC: na subsecdo
5.2.3.1.1 é apresentada a analise dos dados dos PECs de quitosana polimérica, nos quais se

pesquisou o efeito da adicdo de eletrdlitos, e na subsecdo 5.2.3.1.2, PECs de oligoquitosana.



104

Figura 21 — Tamanho de particula, Pdl, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo dos PECs desenvolvidos
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5.2.3.1.1 PECs de quitosana polimérica e estudo do efeito da adi¢do de eletrolitos

QS, que se refere aos PECs obtidos por meio da reticulagcdo polieletrolitica entre

quitosana polimérica e HPMCP, carregados com MTX, apresentou tamanho de particula 625
+137 nm, Pdl de 0,388 £ 0,115, zeta +26 +3 mV e EE de 28,2 +4,5%. A incorporacdo de MTX
aos PECs ndo alterou o tamanho (P > 0,05), mas reduziu (P < 0,05) o Pdl e o potencial zeta,

visto que os valores de QSV para os dois Ultimos parametros foram 0,539 + 0,124 e +30 +1

mV, respectivamente.
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O tamanho de particula esta entre os fatores que mais influenciam a internalizacdo de
um nanocarreador (BARAR, 2015; SHANG et al., 2014; SHANG; NIENHAUS; NIENHAUS,
2014), o que torna interessante o controle de tamanho de particula e a reducao da polidisperséo.
Sabe-se que tais pardmetros podem ser influenciados pela adicao de eletrolitos (ANTONIOU
et al., 2015; CHAE; SHIN; SHIN, 2018; HUANG; LAPITSKY, 2011; JONASSEN;
KIGNIKSEN; HIORTH, 2012; SAWTARIE; CAI; LAPITSKY, 2017; YANG et al., 2018b).
Portanto, decidimos pesquisar o possivel efeito que a adi¢do de NaCl teria sobre os PECs de
quitosana. Os parametros analisados foram tamanho de particula, Pdl, potencial zeta, EE, cujos
resultados estéo apresentados abaixo, e o perfil de liberacédo in vitro de MTX, apresentado na

se¢édo 5.4.

O aumento da forga idnica diminuiu significativamente o tamanho de particula, que
chegou a 197 56 nm em QS400. A modulacdo de tamanho de particula por meio da adi¢édo de
NaCl ao meio de obtencédo foi previamente relatada, sendo que em alguns casos a adicdo de
eletrolitos promoveu reducdo (ANTONIOU et al., 2015; CHAE; SHIN; SHIN, 2018;
JONASSEN; KJZNIKSEN; HIORTH, 2012; YANG et al., 2018b) e em outros, aumento
(ANTONIOU et al., 2015; HUANG; LAPITSKY, 2011; SAWTARIE; CAl; LAPITSKY,
2017). Uma das explicacOes propostas para reducdo de tamanho seria o fato dos ions salinos
promoverem uma blindagem parcial dos grupamentos carregados dos polimeros, diminuindo a
repulsdo entre eles e fazendo com que a cadeia polimérica adquira uma conformacdo mais
flexivel e assim favoreca a obtencdo de particulas menores (DAUTZENBERG, 1997;
JONASSEN; KIZNIKSEN; HIORTH, 2012). Outro fator que poderia explicar a reducdo de
tamanho seria que quando as particulas sdo obtidas em meio salino, a diferenca de presséo
osmotica entre o interior dos PECs e o meio externo é menor (DING et al., 2019), diminuindo

a propensao a intumescimento.

A adicéo de eletrolito influenciou também o Pdl, tanto aumentando como diminuindo,
sendo que a menor polidispersdo foi observada com o uso de NaCl 11,688 mg.mL™* (0,285 +
0,067 para QS200 e 0,276 + 0,060 para QS200V). A oscilacdo aleatoria do Pdl em funcédo da
variacdo na concentracao de eletrdlitos também foi observada por outros autores (SAWTARIE;
CAIl; LAPITSKY, 2017). A presenca dos eletrdlitos no meio enfraquece a interagdo
eletrostatica (FU; SCHLENOFF, 2016), isso faz com que a complexac&o eletrolitica ocorra de
forma mais lenta e a agregacdo das particulas primarias seja evitada (HUANG; LAPITSKY,

2011; LAPITSKY, 2014). Entretanto, quando a forca idnica se torna excessiva, a formacao das
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particulas pode ser comprometida (HUANG; LAPITSKY, 2011, 2017; SAWTARIE; CAI,
LAPITSKY, 2017) com consequente aumento da polidisperséo.

Além do tamanho de particula e da polidispersdo, o potencial zeta também € um
parametro fisico-quimico relevante em sistemas coloidais. Quando a particula se encontra
dispersa em um meio polar, grupamentos quimicos presentes em sua superficie podem se
ionizar, de acordo com o pH do sistema, conferindo-lhe uma carga superficial. fons de carga
oposta tendem a circundar as particulas e se manterem fortemente unidos a ela. Tais ions
influenciam os ions da circunvizinhanca, até uma certa distancia, e faz com que eles
acompanhem a particula se movimentando no meio de dispersdo, embora ndo estejam
fortemente ligados a ela. Ocorre assim a formacdo de uma dupla camada elétrica em torno da
particula, uma mais coesa e outra difusa. O potencial zeta é a diferenca de potencial entre a a
superficie da particula e o limite externo da dupla camada elétrica que envolve a particula
(FIGURA 22). Quanto maior seu valor em modulo maior sera a repulséo entre as particulas e,
consequentemente, menor a tendéncia de aglomeragdo (SALOPEK; KRASI; FILIPOVIC,
1992).

O efeito da adicdo de eletrélitos sobre o potencial zeta depende da faixa de pH analisada
(FIGURA 23). Em pH 5,6 a 5,9, que corresponde ao meio onde as particulas sdo obtidas, o
potencial zeta variou de +31 mV (QSV) a +16 mV (QS400), sendo que quanto maior a
concentracdo de NaCl, menor foi o potencial zeta. Esse intervalo de potencial é suficiente para
conferir aos PECs estabilidade coloidal média (SALOPEK; KRASI; FILIPOVIC, 1992). A
medida em que o pH diminuiu, a reducdo de potencial provocada pelo NaCl tornou-se mais
pronunciada. Entretanto, a elevacdo do pH reduz o potencial zeta em geral e inverte a tendéncia
de influéncia do NaCl, sendo que em pH fisioldgico (7,4), o potencial mais alto foi encontrado
para QS400 (+8 mV).



Figura 22 - Representacdo esquematica da definicdo de potencial zeta
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Figura 23- Variacdo de potencial zeta em fungdo do pH apresentada por PECs de quitosana com diferentes
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A EE, que representa o percentual de farmaco efetivamente incorporado ao carreador,
foi equivalente para QS, QS50, QS100, QS 200 e QS300 (31,9 + 11,7 a 24,1 + 2,1%), enquanto
a de QS100 foi menor (21,6 = 2,7%). QS400 n&o incorporou farmaco, o que pode ter sido
decorrente da mé formacao das particulas em presenca da alta concentracdo de NaCl (HUANG,;
LAPITSKY, 2011, 2017; SAWTARIE; CAIl; LAPITSKY, 2017), como também foi indicado
pelo alto Pdl apresentado por tal amostra. Apos o desenvolvimento dos PECs aqui descritos,
foi publicada a obtengédo de PECs de quitosana e acido hialurdnico, carregados com metotrexato
a 5% em relacdo aos polimeros e revestidos ou ndo por HPMCp, 0s quais apresentaram
eficiéncia de encapsulacéo de 37,4 + 3,8 % e 30 + 1,2 %, respectivamente (BONI et al., 2018a),

0 que € proximo aos valores obtidos para QS50 e QS200.

O estudo do efeito da adicao de eletrdlitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas levou
a selecdo de QS200 como o melhor entre os PECs de quitosana polimérica. A utilizacdo de
NaCl a 11,688 mg.mL™? nas dispersdes poliméricas propiciou a obtencdo de particulas
consideravelmente menores em relacdo a formulacdo original (QS), com menor polidisperséo
e eficiéncia de encapsulacdo equivalente. Embora QS 200 tenha menor potencial zeta que QS

em seu meio de sintese, essa desvantagem ndo existe em pH fisioldgico.

5.2.3.1.2 PECs de oligoquitosana

A forma oligomérica da quitosana, oligoquitosana, apresenta hidrossolubilidade
independentemente do pH do meio 0 que a torna vantajosa em relagéo a seu polimero de origem,
por simplificar o processo de obtencdo e possivelmente aumentar a compatibilidade dos
produtos com os fluidos corporeos. Por esse motivo PECs obtidos com oligoquitosana também

foram avaliados.

As particulas de oligoquitosana apresentaram tamanho de 677 £ 81 nm (OQ-5) a 383 +
19,6 nm (OQ-2), sendo que OQ-1, OQ-2 e OQ-7 foram significativamente menores que OQ-5,
0Q-6 e OQV e maiores que QS200. Todos os PECs de oligoquitosana apresentaram a mesma
polidispersao, a qual ficou entre 0,348 + 0,063 (OQ-2) e 0,298 + 0,108 (OQ-7). Portanto, ficou
evidente que a forca ionica, o pH da dispersdo de HPMCp e o meio de dispersdo da

oligoquitosana ndo influenciaram o tamanho e o Pdl das particulas de oligoquitosana.
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O aumento da concentracdo de MTX em relagdo a massa polimérica de 5% para 10 ou
20% melhorou a estabilidade coloidal das suspensdes de PECs, pois 0s potenciais zeta de OQ-
5, 0Q-6 e OQ-7 foram +23 £ 0,8, +25 £ 0,5 e +26 £ 1,8, respectivamente, no meio de obtencao
das particulas. Constatou-se que a presenca de MTX nos PECs de oligoquitosana provocou uma
elevacdo do potencial zeta na faixa de pH compreendida entre 6 e 8, mas a diferenca entre 0s
PECs carregados e vazios ndo foi pronunciada em outras regifes da escala de pH (FIGURA

24).

0OQ-6 e OQ-7 apresentaram EE de 57,3 + 4,6 e 74,3 + 5,8%, respectivamente, portanto

significativamente superiores a das particulas de quitosana.

Figura 24 - Variacéo de potencial zeta em funcdo do pH apresentada por OQ-7 e OQV
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5.2.3.2 Selecéo dos PECs com base no tamanho, polidispersdo e EE

Comparando-se a quitosana polimérica com a oligomérica, QS200 foi menor que OQ-
7, 0 que representa uma vantagem, e ambas apresentaram a mesma polidispersdo. Entretanto,

OQ-7 apresentou maior potencial zeta que QS200, o que pode significar ganho no que se refere
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a estabilidade coloidal. Além disso, a capacidade de incorporacdo de MTX em OQ-7 foi 2,5

vezes a exibida por QS200, o que a tornou o mais promissor entre 0os PECs desenvolvidos.

Os resultados apontaram que a combinacdo de duas condicdes foi determinante para
obtencdo de melhor eficiéncia de encapsulacdo: o meio de dispersao de quitosana associada a
maior concentragdo total de farmaco na formulagdo. Quando a oligoquitosana foi dispersa em
agua e empregou-se MTX a 20% em relacdo a massa polimérica (OQ-7), o percentual de
farmaco incorporado foi estatisticamente superior aos encontrados em todos os PECs obtidos
com quitosana polimérica dispersa em acido acético 6,005 mg.mL™ pH 5,5 e carregados com
MTX a 5% em relacdo ao total de polimeros (QS200, QS300, QS100, QS e QS50).

A vantagem do uso da forma oligomérica de quitosana em relacdo a polimérica é
decorrente da possibilidade de dispersa-la em agua. Como a quitosana polimérica precipita
acima de pH 6, a complexacéo polieletrolitica de tal polimero com HPMCp sé é possivel em
um pH que ndo coincide com a melhor faixa de solubilidade do MTX, ou seja, quando a maioria
de suas moléculas se encontram com carga efetiva -2 em decorréncia da desprotonacéo das duas
carboxilas e do nitrogénio aromatico ndo protonado (FIGURA 25). Diferentemente do polimero
catibnico, a oligoquitosana é hidrossoltvel possibilitando a obtengdo em pH mais favoravel a

solubilizacdo do farmaco e, portanto, a sua encapsulacao.

Figura 25 - Formas idnicas de metotrexato prevalentes nas diferentes faixas de pH
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Fonte: adaptado de MIODUSZEWSKA et al. (2017)

Tendo em vista estes resultados, os sistemas QS200 e OQ-7 foram selecionados para
caracterizagcdo por microscopia de forca atbmica, espectroscopia de absor¢do no IV e analise
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térmica (analises que foram feitas também com os respectivos PECs vazios, QS200V e OQV)
e para incorporacao a hidrogeis.

5.2.3.2 Microscopia de forca atbmica

A microscopia de forca atdbmica foi realizada a fim de se obter a imagem topogréfica
dos PECs. A Figura 26 exibe as imagens obtidas de QS200 e OQ-7.

Figura 26 - Imagens* de PECs de quitosana (& esquerda) e oligoquitosana (a direita) carregados com MTX,
obtidas por microscopia de forca atémica

Legenda: PEC = complexo polieletrolitico; * resolugdo: 512x512, tamanho: 16x13,6 ym
Fonte: DO AUTOR (2018)

Foram relatadas na literatura particulas de quitosana complexada com TPP, de formato
claramente circular (Al; LIAO; REN, 2017), evidenciado por microscopia de forca atbmica e
de transmisséo eletronica. Em comparacdo com os resultados aqui apresentados, nota-se que a

analise de QS200 e OQ-7 por microscopia de forca atbmica nao permitiu concluir a respeito da
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morfologia das particulas. Em OQ-7 os PECs parecem muito mais dispersos, com pouca
agregacdo. Cumpre ressaltar que em OQ-7 o polimero aniébnico HPMCp encontra-se
complexado com a forma oligomérica de quitosana, a qual possui apenas dois grupos amina
disponiveis para interacao eletrostatica e que, portanto, tendem a se complexar com apenas uma
cadeia polimérica de HPMCp. Um raciocinio analogo pode ser feito para uma particula de
quitosana com TPP, na qual o contra-ion anidnico mais provavelmente se complexa com apenas

uma cadeia polimérica cationica.

Em uma particula formada pela interacdo de dois polimeros, nos quais muitos grupos
ionizaveis se distribuem ao longo de ambas cadeias, provavelmente ha muitos pontos livres
para interagirem com particulas vizinhas aumentando a probabilidade de agregacéo. E plausivel
que isso justifique o aspecto apresentado por QS200, onde visualiza-se um ndmero maior de

aglomerados, conferindo aspecto mais irregular aos PECs.

Por analise de grdos realizada a diferentes alturas, a partir de 10 nm, evidenciou-se que
QS200 é menor que OQ-7 e tende a se aglomerar (FIGURA 27). Quando a altura das amostras
foi nivelada a 10 nm, 88,2% dos grados observados em OQ-7 apresentaram altura entre 20 e 30
nm, e a altura maxima observada foi até 60 nm. Sob as mesmas condi¢des, 55,6% dos graos em
QS200 apresentaram menos que 20 nm de altura, 17,3%, entre 20 e 30 nm, 13,6% entre 30 e

40 nm e em quantidades menores (2,47%) foram observados grdos com mais de 90 nm.

Figura 27 - Altura dos gréos acima de 10 nm, quando QS200 e OQ-7 foram observadas
por microscopia de forca atdbmica e submetidas a analise de gréos*
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Fonte: DO AUTOR (2019)
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Resumindo, as imagens obtidas por microscopia de forga atbmica ndo foram conclusivas
para se inferir a respeito da morfologia dos PECs mas os tamanhos determinados corroboraram
com os obtidos por DLS. Como a microscopia e o0 DLS sao técnicas diferentes e a primeira foi
efetuada com amostra seca e a segunda, com os PECs em suspensdo, € de se esperar que 0S
tamanhos para uma mesma amostra sejam diferentes entre as técnicas. Entretanto, ambas

analises confirmaram que QS200 é menor que OQ-7.

5.2.3.3 Espectroscopia de absorc¢édo no 1V

A fim de investigar os grupos funcionais presentes nos PECs QS200, QS200V, OQ-7 e
OQV tais amostras foram submetidas a analise espectroscopica de absorc¢do no 1V, assim como
as matérias primas que os constituem. A analise dos grupos funcionais foi importante para
constatar a reticulacdo polieletrolitica e a incorporacdo do farmaco nos PECs. Todos 0s
resultados (FIGURA 28) foram interpretados com base nas absor¢des caracteristicas publicadas
por Pavia et al., (2010).

Pelo espectro de 1V da quitosana é possivel observar uma banda de absor¢do bastante
alargada de 3400 a 3200 cm™ a qual pode ser atribuida ao estiramento da ligagcdo O-H,
especialmente quando as hidroxilas estabelecem ligacdes de hidrogénio. Os picos de absor¢ado
caracteristicos do estiramento N-H em aminas (3500 a 3300 cm™) e em amidas (3500 a 3100
cm™) parecem estar sobrepostos a banda de absorcdo dos grupos hidroxila. As vibragGes de

dobramento de N-H sdo compativeis com as absorgdes observadas proximo a 1557 cm™.

No espectro de absor¢do no IV de HPMCp encontra-se uma banda alargada de absorcéo
entre 3400 e 2400 cm™ devida a estiramento de O-H, a qual se sobrepde as bandas de
estiramento C-H, entre 2938 e 2839 cm™. Entre 1905 e 1774 cm s&o vistas bandas harménicas
caracteristicas de anéis aromaticos. A absor¢do em 1717 cm™ decorre do estiramento de
carbonila, tanto de ésteres quanto de acidos carboxilicos. Os aumentos de absor¢éo proximos a
1465 cm™* podem ser provenientes do dobramento C-H de grupos metila e metileno. A banda
larga - em 1373 cm® pode ser proveniente do dobramento de C-OH e CHs. A absorcio em 1263
cm* provavelmente se deve a estiramento C-O de fungéo éster. O incremento de absorgio em
1119 cm™ é caracteristico de estiramento C-O-C em anel de seis membros que contenha

oxigénio. A banda intensa em 1065 cm™ é compativel com estiramento C-OH. A absorcéo
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aumentada em 743 cm™ provavelmente refere-se a dobramento CH fora do plano em anéis

aromaticos.

Figura 28 — Espectros de absorcdo no IV de QS200, QS200V, OQ-7, OQV, suas matérias primas de
origem e os crioprotetores utilizados, obtidos em modo ATR
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Legenda: 1V=infravermelho; ATR= refletancia total atenuada; HPMCp= ftalato de hidroxipropil metilcelulose;
MTX= metotrexato; plotagens coloridas estdo sobrepostas
Fonte: DO AUTOR (2018)

O espectro de absorcdo no IV do MTX obtido é condizente com outro experimental

previamente publicado (AYYAPPAN et al., 2010). Observa-se uma banda de absorcéo
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alargada de 3400 a 2400 cm decorrente do estiramento O-H dos grupos carboxilicos. Dentro
de tal banda observa-se uma intensificacio de absor¢io proxima a 3365 cm?, a qual
provavelmente representa uma sobreposicédo de bandas de estiramento N-H de aminas primarias

e de amida.

O aumento de absorcdo entre 3041 e 2949 cm™ pode ser atribuido a estiramento
assimétrico de C-H em metileno e metila. Entre 1920 e 1759 cm™ aparecem bandas harmonicas
caracteristicas de compostos aromaticos. Abanda em 1645 cm™ é provocada pelo estiramento
C=0 da funcdo amida. A absorcao do estiramento C=C parece sobreposta pela do dobramento
N-H, observada em 1601cm™. Abanda larga em 1250 cm™ é compativel com estiramento C-O
de grupos carboxilicos. A absor¢do em 829 cm™ pode ser devida a dobramento fora do plano
de C-H aromatico.

O espectro de QS200V apresenta bandas de absor¢cdo condizentes com estiramento de
O-H (3400-3200 cm™), estiramento C-H (2928 cm™), estiramento C=0 de amida (1647 cm™),
dobramento N-H (1558 cm™), estiramento C-OH, C-O-C e C-N (representados pelas bandas
sobrepostas com maximos de absor¢cdo em 1024 e 986 cm™). Tal perfil é semelhante ao
apresentado por quitosana embora apresente deslocamentos quanto as frequéncias de absorcao.
N&o sdo visualizados picos caracteristicos do espectro de HPMCp, o que pode ser justificado

pela menor proporc¢éo de tal polimero na composicao dos PECs.

Algumas caracteristicas espectrais podem indicar a formacdo dos PECs. A primeira
delas é o incremento de absorcdo observado em 3296 (cm™), o qual é compativel com
estiramento N-H. Apesar dos espectros de manose e trealose apresentarem absorcédo em tal
frequéncia, decorrente de estiramento O-H, a forma da banda é diferente. A absorcdo de
estiramento N-H pode ter se evidenciado devido ao enovelamento da cadeia polimérica da
quitosana, de forma a expor 0s grupos amina em resposta a presenca do polimero anidnico,
HPMCp. Se a cadeia polimérica permanecesse em uma conformacéo mais aberta seria razoavel
pressupor que a absorc¢ao provocada pelos grupos aminicos nao se destacaria sobre a provocada
pelas hidroxilas, a exemplo do observado com a quitosana pura. Apesar de néo ter sido efetuado
um controle de massa da amostra, 0 que seria mais apropriado para realizar inferéncias sobre
as diferencas na intensidade de banda, cumpre lembrar que a concentracdo de quitosana em
QS200 e QSV é menor do que na quitosana pura, ou seja na auséncia de mudanca
conformacional, seria logico esperar uma maior intensidade de banda referente a estiramento
N-H na amostra de polimero puro, ao contrario do observado. O indicio de enovelamento com

exteriorizacio de grupos amina é reforgado pelo surgimento de absorcdo em 804 cm™™, que pode
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ser atribuido a dobramento C-NH>. Além disso, a interacdo polieletrolitica também pode ser
apontada pela banda em 1418 cm™, uma vez que a presenca tanto de ion amdnio quanto de ion

carboxilato incrementam a absorcéo nesta regido espectral.

O espectro de absor¢do dos PECs carregados com MTX, QS200, ndo apresenta picos
diferenciais em relacédo ao do espectro dos PECs vazios. Had uma pequena diferenca em algumas
frequéncias de absorcdo o que significa que provavelmente ndo se trata da mesma estrutura. A
ndo visualizagdo de picos caracteristicos do farmaco ndo significa necessariamente sua

auséncia, pode ser devida a sua concentracédo relativamente baixa na amostra.

O espectro da oligoquitosana exibe uma banda alargada de 3400 a 2400 cm™,
proveniente do estiramento de O-H. A absorcdo decorrente de estiramento de N-H em
oligoquitosana resulta em uma banda com minimo de transmiténcia em 3273 cm™. O aumento
de absorcdo em 2884 cm™ decorre do estiramento dos grupos metilénicos. A vibragdo de
dobramento de NH. pode ser evidenciada em 1624 cm™. As bandas em 1065 e 1030 cm™ séo

provocadas por estiramento C-O das func¢des alcool e éter.

Os espectros apresentados por OQV e OQ-7 sdo bastante semelhantes aos de QS200V
e QS200, sendo que a complexacdo com HPMCp parece ter dado origem as bandas de absorcao
em 1404 e 1416 cm™ no carreador vazio e carregado, respectivamente. O perfil de absorcdo
apresentado por OQ-7 revela aumento de intensidade nas bandas relativas a estiramento de N-

H, em relacdo a oligoquitosana, e complexacdo polieletrolitica.

Nos espectros de absorcdo no IV de manose e trealose, as quais foram utilizadas como
crioprotetores, observa-se uma banda larga de absorcéo entre 3400 e 3200 cm™ em decorréncia
do estiramento O-H. O estiramento C-H pode ser indicado pelo pico em 2916 cm™. Os maximos
de absorcao registrados entre 1107 e 1013 cm™ provavelmente decorrem dos estiramentos C-
O-C e C-OH.

Concluindo, estas andlises indicam a formacdo dos PECs, tanto a partir de quitosana

guanto de oligoquitosana, e a incorporacdo de MTX em QS200 e OQ-7.

5.2.3.4 Termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial
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As analises de termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial foram efetuadas
para comprovar se 0 processo de obtencdo de PECs de fato levou a formacdo de um novo

material e ndo a uma simples mistura dos materiais de partida.

As curvas obtidas pelas analises de TG e DSC para estudo dos PECs de quitosana
(QS200 e QS200V) e de seus materiais de partida encontram-se representadas na Figura 29-A
e B.

A curva termogravimétrica da quitosana revelou uma perda gradativa de 12,2% da
massa até por volta de 112°C, coincidente com a ocorréncia de processos endotérmicos,
provavelmente correspondentes a perda de umidade. A partir de 276°C até 400°C a massa da
amostra foi reduzida a 41% e foram observadas variagfes de energia negativas e positivas,
provavelmente referentes a transicdo vitrea seguida pela degradacao polimérica. Ao término do
experimento (600°C) o residuo foi 31,5%. Um comportamento termogravimétrico bastante
semelhante foi previamente relatado para tal polimero (DHAWADE; JAGTAP, 2012).

No termograma de HPMCp observa-se uma reducdo de 4% de massa até
aproximadamente 70°C simultanea a evento endotérmico, provavelmente referente a perda de
umidade. A partir de 225°C sdo observados dois processos endotérmicos, 0s quais resultaram
em residuo de massa de 5% a 400°C. A primeira parte de tal processo degradativo pode ser
atribuida & perda dos substituintes ftalicos e a segunda, a total decomposicdo polimérica
(KARANDIKAR et al., 2015).

O aquecimento de metotrexato promoveu uma diminuicdo de 11,7% de massa até
proximo a 119°C, associada a variacdo endotérmica, provavelmente referente a perda de dgua
de hidratacdo. Em 229°C iniciou-se outra perda de massa decorrente de eventos endotérmicos
sobrepostos caracteristicos de fusdo e decomposicéo. Observacdes condizentes com estas foram
reportadas por outros autores (OLIVEIRA et al., 2017). Ao final da andlise houve um

remanescente de 35% de massa.

A analise térmica de QS200 revelou uma perda de umidade até 160°C, denotada por um
amplo evento endotérmico, que abrange toda a faixa de temperatura na qual se observaram os
processos de desidratacdo da quitosana, HPMCp e MTX. A partir de 160°C se inicia a transicdo
vitrea, seguida pela degradacdo do PEC, durante a qual foram observados trés eventos

exotérmicos.
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Figura 29 - Curvas obtidas por analise termogravimétrica (a esquerda) e calorimetria exploratéria diferencial

(a direita) de PECs de quitosana e seus materiais de partida
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Fonte: DO AUTOR (2019)
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Para se investigar, pela anélise térmica, a formacgéo dos PECs, as curvas de TG e DSC
de QS200 foram comparadas aquelas apresentadas por uma mistura fisica de quitosana,
HPMCp, MTX e os crioprotetores trealose e manose (FIGURA 29 C e D). Tais matérias primas
foram misturadas a seco, nas mesmas proporcdes em que estariam presentes numa suspensao
de PECs, porém, ndo foram submetidas a técnica de complexagdo polieletrolitica. A mistura
fisica foi constituida por: quitosana (1,69% m.m™), HPMCp (0,56% m.m™), MTX (0,11% m.m"
1), manose (46,36% m.m™), trealose (46,36% m.m™) e cloreto de sodio (4,92%m.m™). Essas
misturas fisicas foram analisadas por TG e por DSC antes e ap0s a liofilizacdo, sendo nomeadas
como QS200 MF NL e QS200 MF liof, respectivamente. O comportamento térmico de QS200
MF NL foi bastante semelhante aqueles apresentados pelos crioprotetores,

Em QS200 MF liof, a presenca dos crioprotetores ndo ficou evidente nas curvas de DSC.
Isso talvez se deva ao fato das moléculas de agucar terem ocupado o espaco das moléculas de
agua de hidratacdo das cadeias polimericas, que foram sublimadas durante o processo de
liofilizagdo (ABDELWAHED et al., 2006). O perfil térmico de QS200 MF liof também foi
diferente do de QS200, sugerindo que a complexacgéo polieletrolitica tenha de fato ocorrido e

dado origem a outro material.

Os PECs de quitosana sem MTX (QS200V) apresentaram um inicio de fusdo com
decomposicéo por volta de 96°C, portanto antes que o de QS200, sugerindo que a presenca do
farmaco melhore a estabilidade térmica da particula (FIGURA 29-E). Ainda em comparacao a
QS200, QS200V exibiu menos efeitos exotérmicos durante sua decomposicdo (FIGURA 29-
F).

Os resultados da analise térmica dos PECs de oligoquitosana (OQ-7 e OQV), bem como
de seus componentes individuais ou fisicamente misturados, encontram-se plotados na Figura
30.

A oligoquitosana apresentou menor estabilidade térmica que a quitosana. Embora a
variacdo inicial de massa tenha sido equivalente a do polimero, a transi¢éo vitrea seguida da

decomposicdo da forma oligomérica foi observada entre 209°C e 272°C (FIGURA 30-A e B).
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Figura 30 - Curvas obtidas por analise termogravimétrica (a esquerda) e calorimetria exploratéria diferencial (a

direita) de PECs de oligoquitosana e seus materiais de partida

100 4

80

60

40 A

Massa (%)

20

Fluxo de aquecimento (mW,mg'l)

N N N N A N AN B AN RN PN SN
RSN R N N R N M NMPACIAN 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

100 1

80 |

60

Massa (%)

40 1

20 A

Fluxo de aquecimento (mW.mg'l)

NEFRONEPN RPN RN EPN BN RN PN RN
NN D ,-{3 BN M NN A 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Massa (%)

Fluxo de aquecimento (mW.mg'])

PSSP S 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
oligoquitosana MTX  —— OQ-7 MF liof trealose —-- OQV
—— HPMCp — 0Q-7 — 0Q-TMFNL manose

Legenda: PECs= complexos polieletroliticos; MTX= metotrexato; HPMCp= ftalato de hidroxipropil
metilcelulose; OQ7= PECs de oligoquitosana contendo MTX; OQ9= PECs de oligoquitosana sem
MTX; MF= mistura fisica; NL= ndo liofilizada; liof= liofilizada. Os picos positivos em relacdo a
linha base representam eventos exotérmicos e 0s negativos, endotérmicos.

Fonte: DO AUTOR (2019)

Na curva termogravimétrica de OQ-7 observa-se uma perda inicial de umidade menos

pronunciada do que a que ocorre com oligoquitosana e MTX, sendo que até 149°C houve uma
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reducdo de massa de 4,5%. A partir dai foram observados dois eventos endotérmicos, 0s quais

provavelmente correspondem a transicéo vitrea e decomposicao.

Nas analises conduzidas para se pesquisar a formacdo dos PECs e sua resisténcia ao
processo de liofilizacdo (FIGURA 30-C e D), a mistura fisica de componentes de OQ-7 foi
constituida por: oligoquitosana (1,77% m.m™); HPMCp (0,59% m.m™); MTX (0,46% m.m™);
manose (48,59% m.m™) e trealose (48,59% m.m™). A mistura fisica ndo liofilizada (OQ-7 MF
NL) demonstrou perfil térmico com eventos caracteristicos de manose e trealose. O
comportamento da mistura fisica apos a liofilizacdo (OQ-7 MF liof) foi diferente tanto de OQ-
7 MF NL quanto de OQ-7, revelando uma sobreposicdo de eventos endotérmicos na faixa de
120° a 200°C.

Assim como foi observado para os PECs de quitosana, a presenca de MTX parece ter
melhorado a estabilidade térmica dos PECs de oligoquitosana. Apesar de ter se observado
coincidéncia nos eventos endotérmicos e exotérmicos de OQ-7 e OQV (PECs ndo carregados
com farmaco), desde o inicio da curva de TG a perda de massa foi mais acentuada e precoce
para OQV do que para OQ-7 (FIGURA 30-E e F). A 600°C as massas residuais de OQ-7 e
OQV foram 27% e 6%, respectivamente. TG e DSC se mostraram técnicas sensiveis o suficiente
para distinguir a presenca do MTX apesar deste composto estar presente em concentragcdo
inferior a 0,6% (m.m™)., Além disso, a analise térmica permitiu constatar que o processo de
obtencgédo dos PECs deu origem a materiais que se distinguem tanto das matérias primas isoladas

guanto misturadas entre si.

5.2.4 Selecéo de crioprotetores

As otencao de PECs por reticulacédo polieletrolitica resulta em suspensdes aquosas, que
em termos de estabilidade de produto, podem com o tempo sofrer aglomeracdes e liberacéo do
ativo. Neste sentido, foi realizado um estudo com o objetivo de obter PECs liofilizados e para
isso, foi avaliado o desempenho de diferentes crioprotetores (trealose, manose, manitol) para a

preservacao das caracteristicas de QS200.

O Quadro 7 descreve as amostras utilizadas no estudo de selecdo de crioprotetores.
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Quadro 7 - Amostras utilizadas no estudo de sele¢do de crioprotetores

Cadigo Descricdo da amostra

AF Suspensdo fresca de QS200, ndo submetida a liofilizagéo

SC Ressuspensdo de QS200 liofilizado sem crioprotetor

T10 Ressuspensao de QS200 liofilizado com trealose 10%

T5 Ressuspensao de QS200 liofilizado com trealose 5%

M10 Resssuspensdo de QS200 liofilizado com manose 10%

M5 Ressuspensdo de QS200 liofilizado com manose 5%

TM10 Ressuspensdo de QS200 liofilizado com trealose 5% + manose 5%
TM5 Ressuspensao de QS200 liofilizado com trealose 2,5% + manose 2,5%
ML10 Ressuspensdo de QS200 liofilizado com manitol 10%

ML 5  Ressuspensdo de QS200 liofilizado com manitol 5%

Fonte: DO AUTOR (2019)

Independente do crioprotetor presente, todas as amostras de PECs liofilizadas

apresentaram o aspecto macroscopico ilustrado na Figura 31, formando uma estrutura aerada

de textura pegajosa. Os resultados de tamanho de particula, Pdl e EE encontram-se

representados na Figura 32.

Figura 31 - Aspecto macroscopico de amostras de PECs liofilizadas, vistas
lateralmente e de cima para baixo

Fonte: DO AUTOR (2018)
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Figura 32 — Influéncia dos diferentes crioprotetores sobre o tamanho de particula, a polidispersdo e a eficiéncia
de encapsulagdo dos complexos polieletroliticos
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Fonte: DO AUTOR (2019)

O tamanho das particulas ap06s a liofilizacdo variou de 397+14 nm (ML10) a 448+2 nm
(TM10). Constatou-se que o processo de liofilizagdo nédo alterou o tamanho, sendo que o
didmetro médio de SC (411+48 nm) foi igual ao de AF (462+5 nm) (P > 0,05). Também néo

houve diferenca estatistica entre qualquer dos tratamentos e SC.

Embora o tamanho médio de particula tenha sido equivalente para todas as amostras, a
observacdo da distribuicdo de tamanho em funcdo da intensidade de DLS (FIGURA 33)
demonstrou que a liofilizagdo na auséncia de crioprotetores levou a heterogeneidade
consideravel na distribuicdo. Também foi possivel notar que uma concentracdo total de

crioprotetor de 5% ndo foi suficiente para manter a popula¢do unimodal original.
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Figura 33 - Distribuicdo de tamanho de particula em funcdo da intensidade de espalhamento dindmico de luz,
observada para os complexos polieletrolitcos, antes e apds a liofilizacdo
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Fonte: DO AUTOR (2019)

As amostras nas quais apenas trealose foi utilizada como crioprotetor foram facilmente
ressuspensas. Entretanto, o Pdl de T10 (0,259 +0,013) foi equivalente ao de SC (0,412 + 0,134).
Apesar do Pdl de T5 (0,254 £ 0,027) ter sido menor que o de SC, foi mais alto que o de AF
(0,192 £ 0,026). AsEE de T10 e T5 (43,52 + 1,10 e 43,89 £ 2,09%, respectivamente) também
foram estatisticamente diferentes das de AF (36,54 + 1,04%) e iguais a de SC (46,49 + 4,23%).

Pela analise de microscopia de forca atbmica (FIGURA 34), nas amostras liofilizadas
com trealose foram observadas numerosas particulas, de aspecto uniforme. Apesar do aspecto

visual homogéneo, quando as imagens foram submetidas a analise de gréos superiores a 10 nm
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(FIGURA 35), constatou-se que 57,8% dos graos observados em T10 possuiam altura acima de
20 até 30 nm, enquanto em AF 55,6% dos gréos apresentaram-se no invervalo acima de 10 até
20 nm. Para T5, 74,8% situaram-se no intervalo acima de 30 até 40 nm. Tais constatacdes
indicam que os PECs liofilizados exclusivamente com trealose formaram majoritariamente
agregados, o que condiz com o Pdl significativamente mais alto com a aplicacdo de tal
tratamento, independente da concentracdo estar a 10 ou a 5%. Além disso, se 0 objetivo foi
obter suspensoes a partir dos liofilizados com caracteristicas mais fiéis as da suspenséo fresca

a trealose ndo foi o tratamento mais indicado.

Figura 34 - Imagens topograficas tridimensionais dos PECs, antes e ap0s a liofilizagao, obtidas por microscopia

de forca atbmica
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Legenda: PECs= complexos polieletroliticos
Fonte: DO AUTOR (2019)

Figura 35 - Alturas observadas quando as imagens de microscopia de forca atdmica dos
PECs foram submetidas a anélise de gréos*
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As amostras liofilizadas com manose foram ressuspensas satisfatoriamente. A utilizagéo
de manose a 10%, além de preservar o tamanho (436 + 22,0 nm), manteve o Pdl (0,222 + 0,01)
e a EE (41,46 + 4,84%) inalterados apos a liofilizagdo. Além disso, a microscopia revelou que
M10 e M5 foram as amostras mais semelhantes a AF tanto no aspecto topogréafico quanto na
distribuicdo de altura, sendo que os picos mais altos observados em tais amostras foram,
respectivamente, 138, 116 e 96 nm. Tanto para M10 como para M5 a maioria dos grdos com
altura superior a 10 nm apresentou no maximo 20 nm, a semelhanca do observado para AF. A
eficiéncia crioprotetora da manose também ficou evidente pela liberacdo de MTX a partir de
M5, cujo perfil foi equivalente ao demonstrado por AF (FIGURA 36).

A associagdo de manose e trealose, tanto a 5 quanto a 10%, foi eficaz para manter o Pdl
(0,223 + 0,014 e 0,218 + 0,006, respectivamente). TM5 preservou também a EE (41,07 +
1,15%). Por andlise microscépica, as amostras que foram liofilizadas com associacdo de
trealose e manose apresentaram menor densidade de particula. Pode ser possivel que o
tratamento com a associacdo de alguma forma tenha prejudicado a fixacdo das particulas no
suporte, principalmente no caso de TM10. O perfil de liberagdo de MTX a partir de TM10 foi
equivalente ao de AF. Apesar do Pdl nédo alterado, na amostra liofilizada com trealose 2,5% +
manose 2,5%, do total de grdos mais altos que 10 nm, 52,7% apresentaram até 20 nm, 24,8%,
até 30 nm e 15,5%, até 40 nm. Além dessa falta de uniformidade, em TM5 foi observada uma
estrutura com altura de 298,9 nm, a qual representou um dos maiores aglomerados, sendo menor
apenas do que dois encontrados na amostra liofilizada sem crioprotetor, que apresentaram altura
entre 370 e 480 nm.

Figura 36 — Perfis de liberacdo de MTX a partir de AF, M5, TM 10 e solucdo do fa&rmaco
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Portanto, os resultados apontaram a manose como o crioprotetor mais eficaz, entre os

aqui avaliados, para preservacao de tamanho, Pdl e morfologia de QS200.

Na literatura consta que a trealose possui bom desempenho como crioprotetor devido a
apresentar alta temperatura de transicéo vitrea (Tg’) (ABDELWAHED et al., 2006). A Tg’ da
trealose é 241,15 K (SIMPERLER et al., 2007) e a da manose, 258 K (NOEL; PARKER; RING,
2000). A Tg’ do manitol é ainda mais alta, 284 K (ZHU et al., 2015). Entretanto, ndo foi
possivel ressuspender adequadamente as amostras liofilizadas com manitol e com excecdo da
EE apresentada por ML5 (40,61 £ 0,54%), ndo se observou outra caracteristica a favor de tal
crioprotetor. Além disso ambas as amostras liofilizadas com manitol apresentaram distribuicao

de tamanho bimodal.

Outra evidéncia constatada foi o beneficio de se empregar a crioprotecdo de modo geral.
A liofilizag&o representa um recurso importante para se tentar prolongar o tempo de estabilidade
de uma formulacao farmacéutica ou para concentrar principios ativos, entretanto, se conduzida
de forma inadequada, pode levar a degradacdo dos farmacos. O processo se inicia com o
congelamento da amostra, o que ocorre de forma gradativa. Primeiro se formam cristais de dgua
pura, que vdo aumentando progressivamente enquanto os demais componentes da formulagéo
se acumulam no liquido remanescente, o qual se torna cada vez mais viscoso em func¢do do
aumento da concentracdo e, portanto, menos propenso ao congelamento. Em seguida, a dgua
cristalizada e sublimada. Posteriormente, a &gua nao congelada, a qual permaneceu ligada aos
farmacos e excipientes, é dessorvida da amostra. Tais etapas sdo fonte de estresse para a
formulacdo e, portanto, para se obter um liofilizado com boa apresentacéo, de facil redisperséo
e que preserve as propriedades fisico-quimicas e bioativas iniciais, torna-se importante o uso
de crioprotetores (ABDELWAHED et al., 2006).

No caso dos PECs, o acimulo de carreadores, tampdo e farmaco ndo encapsulado em
pequenos volumes de agua, provocado pelo congelamento, pode induzir a agregacdo das
particulas talvez até de forma irreversivel. Além disso, os cristais de gelo podem desestabilizar
as particulas por exercerem perturbacdo mecénica. A resisténcia de formulagoes
nanoestruturadas ao processo de liofilizacdo depende de varios fatores como a natureza e a
concentracdo dos crioprotetores utilizados, a presenca de tensoativos, a constituicao polimérica
das particulas e a presenca de grupos funcionais em sua superficie. Portanto, & necessario

realizar um estudo criterioso para a selecéo de crioprotetores (ABDELWAHED et al., 2006).
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Os acucares sdo as substancias mais comumente relatadas para crioprotecdo de
nanoparticulas, especialmente trealose, sacarose, glicose e manitol. Tais substancias passam
por uma transicao vitrea a determinada temperatura e a estrutura vitrificada originada oferece
protecdo as particulas imobilizadas em seu interior, prevenindo sua agregagdo. Um mecanismo
de protecédo proposto € que o crioprotetor estabeleca ligacdes de hidrogénio com a superficie
das particulas, ocupando posi¢cdes que na sua auséncia seriam preenchidas por moléculas de
agua (ABDELWAHED et al., 2006).

Com base nestes reultados, os PECs liofilizados com manose foram posteriormente

associados a hidrogéis e fizeram parte da avaliacdo do perfil de liberagdo in vitro.

5.3 DESENVOLVIMENTO DOS HIDROGEIS

O desenvolvimento dos hidrogéis se iniciou com a selecdo de uma fase aquosa
fisiologicamente compativel e, a0 mesmo tempo, capaz de solubilizar MTX. Estudos prévios
do nosso grupo de pesquisa, cujos resultados ainda ndo estdo publicados, indicaram que a
solubilidade maxima de MTX em tampao fosfato pH 7,4 é 2,0 mg.mL™, o que seria suficiente
para produzir hidrogéis com as concentracdes planejadas. Tal constatacdo, aliada a similaridade
do tampéo fosfato pH 7,4 com o fluido sinovial (MARQUES; LOEBENGER; ALMUKAINZI,
2011), justificou a escolha deste meio para a solubilizacdo do farmaco e disperséo dos
poloxdmeros. O passo seguinte foi estabelecer a concentracdo polimérica adequada para a
obtencdo de hidrogéis com caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias para atender aos
objetivos propostos, ou seja, uma formulacdo com fluidez suficiente para ser injetada mas que
se gelifique logo apds a administragdo. Com tal finalidade, foram desenvolvidas formulacdes
constituidas por poloxadmero 407 e poloxamero 188, numa proporcdo de 20:10, a qual foi
selecionada com base em resultados publicados por Dos Santos et al. (2015). A combinacéo de
diferentes tipos de poloxameros e a variacdo da proporcao entre eles podem permitir a
otimizacdo da temperatura de gelificacgdo (DOS SANTOS et al., 2015; DUMORTIER et al.,
2006; XUAN et al., 2011, 2010).

5.3.1 Obtencéo dos hidrogéis



130

Por meio do método de dispersédo a frio foram obtidos HG, HG-MTX, HG-QS, HG-
QSV, HG-0QV, HG-0Q-7, todos fluidos a temperatura ambiente. HG e HG-MTX
apresentaram pH 7,5, HG-QS e HG-QSV, 6,2 e HG-OQV e HG-0Q7, 6,6. O MTX conferiu
coloragdo amarela aos hidrogeis (FIGURA 37), os quais foram incolores na auséncia deste
farmaco. HG e HG-MTX foram transparentes, limpidos, e os hidrogéis associados a PECs

foram opalescentes, turvos.

A técnica empregada mostrou-se extremamente simples e rapida pois o banho de gelo

manteve a formulacdo com baixa viscosidade facilitando a dispersao polimérica.

Figura 37 — Hidrogéis de poloxamero a temperatura ambiente (da esquerda para a direita: HG, HG-MTX, HG-
QS200 e HG-0Q-7

Fonte: DO AUTOR (2019)

5.3.2 Caracterizacao dos hidrogéis

A temperatura de gelificacdo dos hidrogéis termorresponsivos depende da composi¢do
da formulacdo e constitui o0 aspecto mais importante a ser avaliado. Portanto, embora a literatura
tenha embasado a selecdo dos tipos e da concentra¢do dos poloxameros para que a gelificacéo
ocorresse a temperatura corporal, a avaliacdo deste parametro foi necessaria para investigar

uma possivel interferéncia do meio de dispersao e/ou do farmaco incorporado.
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5.3.2.1 Determinagdo da temperatura de gelificagdo pelo método de inverséo do tubo

Por meio da técnica de inversdo do tubo, ocorreu a gelificacdo tanto de HG, HG-MTX,
HG-QS, HG-QSV, HG-QS200, HG-0OQ-7 e HG-OQV entre 36 e 37°C (FIGURA 38),
indicando que a incorporacdo do farmaco e/ou dos PECs ao hidrogel base ndo modificou muito
sua faixa de Tsoigel. A temperatura de gelificagdo encontrada é coerente com a descrita na
literatura para a proporcédo polimerica utilizada nas formula¢fes (DOS SANTOS et al., 2015).
A Tsol-gel COiNcidente com a temperatura corporal € uma das caracteristicas principais desejadas
para as formulacBes que este trabalho se propde a desenvolver, pois possibilita que uma forma
com fluidez suficiente para ser injetada se gelifique prontamente apos a aplicacdo, formando
um deposito semissélido do farmaco no espaco intra-articular cuja depuracdo serd mais lenta
do que a de uma forma liquida, prolongando a disponibilidade do ativo em seu sitio de acéo.

Cumpre ressaltar que a técnica aqui empregada ndo possibilita uma determinacgéo
acurada da temperatura de gelificagdo. Entretanto, a técnica de inversao do tubo (SHINDE et
al., 2016) demonstrou-se bastante util para uma triagem inicial durante o desenvolvimento dos
hidrogéis, em virtude da facilidade de sua execucdo e da aparente reprodutibilidade dos

resultados

Figura 38 - Hidrogéis de poloxamero gelificados a 37°C (da esquerda para a direita; HG, HG-MTX, HG-
QS200 e HG-0Q-7)
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Fonte: DO AUTOR (2019)
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5.3.2.2 Determinagdo da temperatura de gelificagdo por método reométrico oscilatério

Os ensaios reométricos oscilatorios foram executados na Universidade Estadual de
Maringa. Em tais experimentos mede-se a tensdo transmitida por uma amostra quando é
submetida a uma deformacdo que ndo ultrapasse o limite viscoelastico linear. Conforme a
natureza do material analisado havera uma perda de energia fazendo com que a oscila¢éo
senoidal da tensdo gerada tenha menor amplitude e maior comprimento de onda que a da
deformacao aplicada. Tal defasagem possibilita o calculo do G’ ¢ do G”, sendo que este ultimo
esta relacionado a n (AULTON, 2005). Quanto maior G* que G’’, maior o comportamento

elastico do material. Quanto maior G” que G’, maior o carater viscoso (CARVALHO, 2012).

Efetuando-se a plotagem do valor de G’ em fungdo da temperatura pode-se determinar
a Tsougel, @ qual corresponde ao ponto médio entre os valores obtidos para o estado de solucéo
e para o estado de gel, quando deve-se observar um aumento significativo (p < 0,05) da n
(BRUSCHI et al., 2006, 2007; JONES et al., 2009). A Figura 39 mostra a varia¢ido de G’ para
amostras de HG, HG-MTX e HG-QS submetidas a rampa de temperatura de 0 a 60°C. Observa-
se que ndo houve completa gelificacdo das amostras até 60°C, o que seria sinalizado por uma
estabilizacdo de G’ apos seu aumento significativo. Ha relatos na literatura de que dispersoes
de um outro tipo de poloxamero também nédo apresentaram gelificacdo completa, o que foi
relacionado a concentracdo polimérica (LAU et al., 2014). A velocidade de incremento de
temperatura utilizada durante o ensaio reométrico também pode interferir na determinagédo da
Tsoligel (MEZNARICH; LOVE, 2011).
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Figura 39 - Variagdo de G’ em fung¢io da temperatura em amostras de hidrogéis
analisadas a uma frequéncia de 1 MHz, com incremento de 10°C/min
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Legenda: G’ = moddulo elastico; HG = hidrogel base; HG-MTX = HG contendo
metotrexato; HG-QS = HG contendo complexo polieletrolitico de
quitosana carregado com MTX Fonte: DO AUTOR (2018)

Embora ndo tenha sido possivel observar a completa gelificacdo, a determinacdo da
temperatura de gelificacdo pelo método da inversao do tubo mostrou que a temperatura corporal
ocorre uma mudanca de viscosidade, visualmente perceptivel, suficiente para impedir o
escoamento das amostras. Com o intuito de se conhecer melhor o comportamento das amostras
em tal regido, plotaram-se os valores de G’, G” e |, em funcdo da temperatura no intervalo de
30 a 40°C (FIGURA 40). Nota-se que para HG e HG-QS, a 37° C o modulo G” é maior que
G’, ou seja, as amostras apresentam maior carater viscoso do que elastico. Para HG-MTX, a
temperatura corporal, G’ ¢ maior que G’* o que indica comportamento predominantemente

elastico, além da viscosidade dinamica ter se elevado mais expressivamente que para as outras

duas amostras.
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Figura 40 - Variagdo de G’, G” ¢ n em funcdo da temperatura em amostras de hidrogéis analisadas a uma

frequéncia de 1 MHz, com incremento de 1O°1Cé£min

~
T

bom

= Q6

Viscosidade (Pa) para G' e G" (Pa.s) paran

30 3z 34 36
Temperatura (°C)

70

HG-MTX

[ ] A
'y
£ TP NP

HG = "
. @ w6of | ® G
5 e G
A
= 140 n
g
= 120
]
o 100 [
. 4]
O 80
[v]
(=%
T 60|
¢ s
%40-
2 h=]
[72] 20
A o
A = 2
L1 L = 0 A & 8, | & I
38 40 3 3 32 33 34

35 36 37 38

Temperatura (°C)

60 -

50

40+

30

20

10 |-

Viscosidade (Pa) para G' e G", (Pa.s) paran

30

0 llll. '.‘ I:...l. ‘All.l.l

» G HG-Qs  ®
e G"
A q °
°
n
°
u A
[
A
* A

M 32 33 34 35 3B 37 38 39
Temperatura (°C)

40

39 40

Legenda: G’=mddulo elastico; G”=modulo viscoso; n=viscosidade dindmica; HG=hidrogel base; HG-
MTX=HG contendo metotrexato; HG-QS=HG contendo complexo polieletrolitico de quitosana
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Fonte: DO AUTOR (2018)

Como ndo foi possivel determinar a temperatura de gelificacdo, investigou-se em que

temperatura a razao G”’/G’ adquiriu seu menor valor (FIGURA 41). Para HG, a proporc¢éo entre

G” e G’ diminui abruptamente a partir de 25°C e torna-se menor que 1 em 43° C. Para HG-

MTX, a diminuigao brusca de G”/G’ se da a partir de 29°C e torna-se menor que 1 em 35,18°C.

Para HG-QS, a queda acentuada de G’/G’ ocorre a partir de 35° C e G’ torna-se maior que G”’

a 39°C. Nota-se portanto que a incorporacdo de PECs e de MTX ao hidrogel base contribuiu

para aumentar significativamente sua caracteristica elastica, em detrimento da viscosa, numa

faixa térmica coincidente com a temperatura corporal.

Com base nestes dados, os hidrogéis desenvolvidos podem ter um aumento abrupto de

consisténcia in vivo, o que pode favorecer que a formulagdo permaneca na articulagéo por mais

tempo, atendendo a um dos objetivos deste trabalho.
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Figura 41 - Variagdo de G”/G’ em fun¢do da temperatura em amostras de hidrogéis analisadas a uma frequéncia

de 1 MHz, com incremento de 10°C/min
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Legenda: G’=modulo elastico; G”=moédulo viscoso; HG=hidrogel base; HG-MTX=HG contendo metotrexato;
HG-QS=HG contendo complexo polieletrolitico de quitosana carregado com MTX
Fonte: DO AUTOR (2018)

5.3.2.3 Avaliacéo do perfil de textura

O perfil de textura informa sobre a compressibilidade, adesdo e coeséo, que podem ser
indicativos da estabilidade da formulacdo quando submetida a presséo ou impacto e/ou do grau

de resisténcia oferecido pelo produto para entrar ou sair da embalagem.

HG, HG-MTX, HG-QS200 e HG-OQ-7 foram analisados quanto a seu perfil de textura.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.



Tabela 5 - Resultados da avaliacdo do perfil de textura dos hidrogéis

Amostra | Compressibilidade Adeséo Coesdo
N.s N.s
HG 4,191 £ 0,556% 3,667 £ 0,755° 0,878 + 0,052"
HG-MTX 6,197 + 0,222° 5,696 + 0,372 0,887 + 0,014"!
HG-QS200 9,333+0,188° 9,045 + 0,2129 0,913 +0,017"
HG-0Q-7 3,469 + 0,286% 2,740 £0,331° 0,799 # 0,025
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Legenda: letras iguais denotam igualdade estatistica (P > 0,05)
Fonte: DO AUTOR (2019)

Observa-se que a incorporacdo de OQ-7 ao hidrogel base ndo modificou sua forca de
resisténcia a compressdo e nem sua capacidade de adesdo. A inclusdo de MTX aumentou a
compressibilidade e a adesdo para 6,197 + 0,222 e 5,696 + 0,372 N.s, respectivamente. O
aumento de tais parametros foi ainda maior para a associa¢do de QS200 ao hidrogel, sendo que
resultou em compressibilidade de 9,333 £ 0,188 N.s e adeséo, 9,045 + 0,212 N.s.

A caracteristica de ndo se deformar facilmente mediante estimulo compressor pode ser
favoravel a uma formulacdo semissolida no sentido de se prevenir extravasamento indesejado
caso seja acondicionada em embalagem flexivel. Entretanto, por outro lado, dependendo da
intensidade necessaria para compressao torna-se dificil sua aplicacdo, principalmente em se
tratando de uma formulacdo destinada a uso injetavel. Porém, no caso das formulacdes em
estudo, a gelificagdo ocorre in vivo, quando envasada encontra-se fluida. A rigidez no sitio de
acdo é importante porque propicia a formagdo de uma matriz de liberacdo com resisténcia
adequada. Quanto a capacidade de adesdo, trata-se de uma propriedade extremamente desejavel
em uma formulacdo uma vez que evita que a forma farmacéutica seja rapidamente eliminada

do sitio de aplicac&o.

A incluséo de MTX, QS200 ou OQ-7 ndao modificou a coesdo do hidrogel base (0,878
+ 0,052). Entretanto HG-OQ-7 foi menos coeso (P < 0,05) que HG-QS200. A coesdo é de
grande importancia para uma formulacdo destinada a atuar por tempo prolongado dentro da

articulacao.

Em conclusédo, a avaliacdo do perfil de textura permitiu presumir que HG-MTX e,
principalmente HG-QS200 formariam depdsitos mais resistentes na articulagdo, quando
comparados a HG-OQ-7.
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5.3.2.4 Determinacéo da seringueabilidade

A seringueabilidade foi estudada com o objetivo de avaliar se a viscosidade dos
hidrogéis poderiam evitar a movimentacdo do embolo, supondo uma administragdo intra-

articular. Os resultados de seringueabilidade encontram-se na Tabela 6.

Nota-se que a seringueabilidade das suspensdes de PECs, QS200 e OQ-7, é equivalente
a da solucao comercial de MTX injetavel. A utilizacao de hidrogel nas formulacdes (HG, HG-
0Q-7, HG-MTX e HG-QS200) aumentou significativamente o esforco necessario para ejetar

as amostas (P < 0,05), mas ndo impediu a administracdo por seringa a temperatura ambiente.

Portanto, como todas as formulagdes puderam ser ejetadas a partir de seringa acoplada

a agulha, a temperatura ambiente, mostraram-se adequadas a administragdo intra-articular.

Tabela 6 - Esforco necessario para ejetar as diferentes formulagdes a partir de uma seringa de 1 mL acoplada a

agulha 26G
Amostra Seringueabilidade (N.seg)
MTX comercial 10,87 £ 7,278
QS200 2,50 + 2,492
0Q-7 3,50 + 0,872
HG base 111,81 +13,23
HG-0Q-7 114,28 +11,82°
HG-MTX 139,09 + 3,85°
HG-QS200 167,42 + 8,12¢

Legenda: MTX= metotrexato; letras iguais denotam ingualdade estatistica (P > 0,05).
Fonte: DO AUTOR (2019)

5.4 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

Pelos estudos de liberacdo in vitro pudemos avaliar se os nanocarreadores poliméricos,

a matriz gelificada ou a associacdo de ambos poderiam influenciar na liberacdo do farmaco.

As amostras avaliadas no estudo de liberacédo in vitro estdo descritas no Quadro 8. Os

perfis obtidos estdo representados na Figura 42.



Quadro 8 - Amostras avaliadas no teste de liberacdo de MTX in vitro, em células de difusdo de Franz

Amostra Descricéo

MTX solugdo Solugdo de MTX 120 pg.mL* em tampao fosfato pH 7,4

MTX-HG Hidrogel contendo MTX 120 pg.mL™*

QS Suspensdo de PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pg.mL*

QS50 Suspensao de PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pg.mL>te
NaCl 2,922 mg.mL*

QS100 Suspensao de PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pug.mL'e
NaCl 5,844 mg.mL*

QS200 Suspensao de PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pg.mL* e
NaCl 11,688 mg.mL™*

QS300 Suspensdo de PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pg.mL* e
NaCl 17,532 mg.mL*

QS400 Suspenséo de PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pg.mL e

QS200 liof M5%

QS200 liof MT10%

QS200 em HG

0Q-7
0Q-7 liof

0OQ-7em HG

0Q-7 liofem HG

NaCl 23,376 mg.mL*

Suspensdo de PECs de quitosana contendo MTX 120 pg.mL-*e NaCl
11,688 mg.mL?, liofilizados com manose 5%

Suspensao de PECs de quitosana contendo MTX 120 pg.mL* e NaCl
11,688 mg.mL1, liofilizados com manose 5% + trealose 5%

PECs frescos de quitosana contendo MTX 120 pug.mL* e NaCl 11,688
mg.mL* dispersos em hidrogel

Suspensao de PECs frescos de oligoquitosana contendo MTX 480 pg.mL™*
Suspensdo de PECs de oligoquitosana contendo MTX 480 pg.mL™*
liofilizados com manose 5%

PECs frescos de oligoquitosana contendo MTX 480 pg.mL* dispersos em
hidrogel

PECs de oligoquitosana contendo MTX 480 pg.mL?, liofilizados com

manose 5%, dispersos em hidrogel

Legenda: PECs= complexos polieletroliticos; MTX= metotrexato

Fonte: DO AUTOR (2019)
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Figura 42 - Perfis de liberacdo de MTX in vitro, comparando-se, em relacdo a solucdo de farmaco livre, as
diferentes particulas de quitosana e o uso ou ndo de hidrogel (A), a influéncia da adi¢do de
diferentes concentraces de eletrdlitos (B) e o desempenho de diferentes crioprotetores em relacéo
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Legenda: MTX= metotrexato; HG= hidrogel; QS= complexos polieletroliticos (PECs) de quitosana; OQ= PECs
de oligoquitosana; liof.= liofilizada; M= manose; MT= manose + trealose; os nimeros 50, 100, 200,
300 e 400 indicam a concentragéo de cloreto de s6dio (mmol.L); os pontos representam os dados
experimentais; as linhas (sélidas ou pontilhadas) representam o ajuste ao modelo matematico de
Weibull, para todas as formulaces, exceto OQ7 fresca em HG, que melhor se adequou ao modelo

de Korsmeyer-Peppas.

Fonte: DO AUTOR (2019)

A maneira mais adequada de se verificar o ajuste dos dados experimentais ao modelo

matematico é efetuando-se regressao ndo linear, o que previne a distorcao do erro experimental

ocasionada pela operacdo necessaria para linearizacdo dos dados. A partir da regressdo nao

linear é possivel selecionar o melhor modelo matematico como aquele com maior valor de

RZjustado € Menor valor de AIC. O valor de R%justado € Mais significativo que simplesmente R?,

pois permite a comparacdo entre modelos matematicos contendo quantidades diferentes de

parametros. Quanto maior o nimero de parametros do modelo maior tende a ser o R?, sendo

que tal interferéncia ndo é observada em RZjustado. O Valor de AIC também é importante porque,

além de considerar o nimero de parametros, avalia os residuos do ajuste feito, sendo que quanto

menores os residuos maior a eficiéncia do modelo (COSTA; LOBO, 2001). Os valores de
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R%justado € AIC oriundos do ajuste dos dados experimentais aos modelos de Higuchi,

Korsmeyer-Peppas, Weibull e 12 ordem estéo representados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de coeficiente de determinacédo ajustado e Critério de Informacdo de Akaike (AIC) oriundos

do ajuste dos dados experimentais de liberagdo in vitro a diferentes modelos matematicos

12 ordem Higuchi K.-Peepas Weibull
Amostra 5 5 . 5

R ajustado AIC R ajustado AIC R ajustado AIC R ajustado AIC
Sol.de MTX  0.9991 20.45 0.9261 56.87 0.9208 57.48 0.9999 -0.65
MTX-HG 0.9882 46.77 0.9579 51.28 0.9872 40.54 0.9997 14.26
QS 0.9172 59.98 0.9329 54.36 0.9164 56.34 0.9991 20.83
QS50 0.5682 69.16 0.9352 48.45 0.9194 50.40 0.9996 7.84
QS100 0.9361 62.76 0.9295 59.87 0.9124 61.81 1.0000 -6.22
QS300 0.9378 56.59 0.9137 56.19 0.9120 56.36 0.9991 20.71
QS400 0.9982 27.17 0.9358 55.49 0.9306 56.20 0.9997 13.16
QS200 0.9585 53.54 0.9342 54.24 0.9263 55.26 0.9993 18.28
Q5200 liof.

0.8914 60.79 0.9014 56.43 0.9070 55.90 0.9992 18.34
M 5%
Q5200 liof.

0.9181 58.41 0.9565 46.25 0.9526 46.43 1.0000 -9.20
MT 10%
HG-QS200 0.9666 51.15 0.9595 45.63 0.9838 37.36 0.9998 6.69
0Q-7 0.9614 53.19 0.9173 56.80 0.9053 58.02 0.9997 9.79
0Q-7 liof. 0.9608 51.88 0.8696 59.42 0.9043 56.62 0.9999 -1.22
HG-0Q-7 0.9897 41.23 0.9263 50.77 0.9842 36.91 0.9710 53.99
0Q-7 liof.

HG 0.9985 25.51 0.9493 52.65 0.9409 54.03 0.9999 2.40

em

Legenda: sol.= solugdo; MTX= metotrexato; HG= hidrogel; QS= complexos polieletroliticos (PECs) de
quitosana; OQ= PECs de oligoquitosana; liof.= liofilizada; M= manose; MT= manose + trealose;
K.= Korsmeyer; os nimeros 50, 100, 200, 300 e 400 indicam a concentracao de cloreto de sodio
(mmol.LY)

Fonte: DO AUTOR (2019)

Nota-se que o modelo matematico de Weibull foi o que melhor se ajustou ao perfil de

todas as formulagGes (exceto OQ 7 fresca em hidrogel) pois foi o que originou maior valor de

RZ3justado € menor valor de AIC. Para os PECs frescos de oligoquitosana dispersos em hidrogel

(OQ7 em HG) o modelo mateméatico mais adequado foi o de Korsmeyer-Peepas, por ter

fornecido o menor valor de AIC.
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O modelo de Korsmeyer-Peppas descreve o percentual acumulado de farmaco liberado
(Ft) num determinado tempo (t) pela seguinte equacdo (KORSMEYER et al., 1983):

F; = at™, onde a € uma constante relacionada aos aspectos estruturais e geométricos da
forma farmacéutica e o expoente n indica 0 mecanismo de liberagdo envolvido. Para formas
com geometria retangular, n = 0,5 indica mecanismo condizente com a lei de Fick, onde ha
predominio de difusdo. Para 0,5<n<1,a transferéncia de massa segue modelo ndo Fickiano.
No caso de formas cilindricas, devem-se considerar 0,45 e 0,89, ao invés de 0,5 e 1, em tais
relages (COSTA; LOBO, 2001). Para OQ 7 em hidrogel, o valor de n foi 0,716, indicando que

a liberacdo do fa&rmaco ndo ocorreu simplesmente por difusdo.

O modelo matematico de Weibull descreve a fracdo liberada como
(LANGENBUCHER, 1972):

—(t-TpP
a

Fr=1—exp [ ] onde a representa a escala de tempo do processo e Ti, o lag time
antes do inicio da liberacdo. O parametro b confere a curva caracteristica exponencial (b = 1),
sigmoidal (b > 1) ou parabolica (b < 1) (COSTA; LOBO, 2001). Para todas as amostras

ajustadas pelo modelo de Weibull, o valor de b variou de 1,13 a 3,45 (TABELA 8).

O modelo de Weibull é empirico, ndo embasado em fundamentos cinéticos. Portanto,
embora sua equacgdo descreva a curva matematicamente, ndo favorece a compreenséo das
propriedades de liberacdo, por exemplo, a velocidade intrinseca relacionada ao processo ndo
pode ser associada a nenhum de seus coeficientes (COSTA; LOBO, 2001). No entanto, como
0 ajuste foi muito satisfatorio, possibilitou a determinacao adequada de outros parametros Uteis
na avaliacdo dos perfis de liberacdo como o tempo necessario para que determinada fragdo fosse
liberada (t30%, tso% € tsow), bem como a EL 6h. Tais resultados encontram-se representados na
Figura 43.
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Tabela 8 - Valores do expoente b oriundos do ajuste dos dados experimentais de liberagdo in vitro ao modelo
matematico de Weibull

amostra b amostra b
Solucéo de MTX 1,42+0,02 QS200 liof. M 5% 1,13+0,04
MTX-HG 3,29+0,07 QS200 liof. MT 10%  1,44+0,01
QS 1,40+0,05 QS200 em HG 3,45+0,08
QS50 1,43+0,04 0Q-7 1,27+0,03
QS100 1,41+0,01 0OQ-7 liof. 1,15+0,02
QS300 1,18+0,05 OQ-7 liof. em HG 1,55+0,02
QS200 1,41+0,06 QS400 1,42-+0,04

Legenda: MTX= metotrexato; HG= hidrogel; QS= complexos polieletroliticos (PECs) de quitosana; OQ=PECs
de oligoquitosana; liof.= liofilizada; M= manose; MT= manose + trealose; os nimeros 50, 100, 200,

300 e 400 indicam a concentragéo de cloreto de sédio (mmol.L™?)

Fonte: DO AUTOR (2019)

Figura 43 - Tempos necessarios para liberagdo de 30, 50 e 80% de MTX a partir das diferentes formulagGes
(A) e eficiéncia de liberagdo no decorrer de 6 h (EL 6h) (B)
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Legenda: sol.= solugdo; MTX= metotrexato; HG= hidrogel; QS= complexos polieletroliticos (PECs) de
quitosana; OQ= PECs de oligoquitosana; liof.= liofilizada; M= manose; MT= manose + trealose;
0s nimeros 50, 100, 200, 300 e 400 indicam a concentragéo de cloreto de s6dio (mmol.L™?)
Fonte: DO AUTOR (2019)

Nota-se que a veiculacdo de MTX na forma de PECs, tanto de quitosana quanto de

oligoquitosana, praticamente ndo modificou a velocidade de liberagdo até 30%, em comparacdo

a solucdo aquosa do farmaco. Para QS e QS50 o tempo necessario para liberar 50% aumentou

em relagdo a solucdo, sendo que dai em diante a velocidade de liberag&o a partir de QS diminuiu

ainda mais e a partir de QS50 a liberacao cessou antes de atingir 80%.
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O uso do hidrogel de poloxameros como matriz farmacéutica (MTX em HG) modificou
claramente o perfil de liberacdo, o que pode ser atribuido a sua provavel gelificacao na interface
em contato com o meio receptor a 37°C. Além a velocidade de liberacdo a partir de MTX-HG
ter sido menor do que a partir da solugéo, a liberagdo ndo ficou constante antes de 10 h, sendo
que para a solucgdo ou as suspensdes ndo houve aumento no percentual de MTX liberado apos
6 h.

Foi ainda mais expressiva a redugdo na velocidade de liberagdo para as formulas
contendo PECs frescos associados a hidrogel (QS200-HG e OQ-7-HG), de forma que esses
foram os perfis que mais se aproximaram de uma liberacdo prolongada (AULTON, 2005). A
quantidade acumulada de MTX liberado aumentou continuamente até o término do
experimento. A EL 6h apresentada pela solugdo de MTX foi 1,7 e 1,9 vezes maior que as de
QS200-HG e OQ-7-HG, respectivamente. Provavelmente, as cadeias poliméricas de quitosana
e HPMCp possuem uma mobilidade maior quando os PECs estdo em suspensao do que quando
se encontram dispersos em uma matriz gelificada e, por isso, a molécula do farmaco consiga
sair da particula mais facilmente no primeiro caso. E plausivel pensar que talvez in vivo a
diferenca na liberacdo entre tais formas seja ainda mais acentuada devido ao fato de que os
PECs em suspensdo estariam mais livres para intumescerem guando em contato com os liquidos

corporais do que quando aprisionados em uma segunda rede polimérica, organizada in situ.

Para melhorar avaliar os perfis de liberacdo, foram calculados os fatores de
diferenciacdo (f1) e similaridade (f2), os quais comparam, em cada ponto de coleta, uma
determinada formulacdo, tida como teste, com outra, tomada como referéncia (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (BRASIL), 2018; COSTA, 2002; COSTA;
LOBO, 2001; LU et al., 2008). Quanto mais proximo f1 for de 1 e 2, de 100, maior a
semelhanca entre o desempenho das duas formulagdes. Os perfis de liberacdo a partir de duas
formas farmacéuticas geralmente séo considerados iguais se f1 for menor que 15 e 2 for maior
que 50 (COSTA; LOBO, 2001). Todas as formas analisadas foram avaliadas considerando-se

a solucdo aquosa de MTX como referéncia (FIGURA 44).
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Figura 44 - Plotagem dos valores de fator de diferenciacdo (f1) e fator de similaridade (f2) das diferentes
formulagdes, considerando-se como referéncia a solu¢do aquosa de MTX
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Legenda: MTX= metotrexato; HG= hidrogel; QS= complexos polieletroliticos (PECs) de quitosana; OQ= PECs
de oligoquitosana; QSMN= PECs de quitosana funcionalizada com manose na proporgdo 1:1;
QSMN 0,5= PECs de quitosana funcionalizada com manose na propor¢do 1:0,5; liof.= liofilizada;
M= manose; MT= manose + trealose; os nameros 50, 100, 200, 300 e 400 indicam a concentragdo
de cloreto de sédio (mmol.L%)

Fonte: DO AUTOR (2019)

Os resultados mostram que a adigéo de cloreto de sodio aos PECs de quitosana numa
concentragio maior ou igual a 5,844 mg.mL™ tornaram o perfil de liberagio equivalente ao da
solucdo do farmaco, sendo o de QS400 o mais semelhante deles. A liberagdo de MTX a partir
de OQ 7 também ndo se distinguiu da forma nédo carreada. Vale ressaltar que o efeito in vivo no
tratamento da artrite reumatoide pode ndo estar relacionado apenas ao controle da liberagéo,
mas ao fato do MTX estar num carreador que pode estimular sua captura pelas células do

sistema imunoldgico, atuando como um vetor de liberacao.

Os parametros f1 e f2 também foram calculados para QS50, QS100, QS200, QS300 e
QS400, adotando-se como referéncia QS, a fim de se verificar a influéncia da adicdo de
eletrolitos sobre o perfil de liberacdo (FIGURA 45). Para se avaliar se 0 uso de crioprotetores
foi capaz de preservar o perfil de liberagdo original, calcularam-se f1 e f2 para as formas

liofilizadas, tendo-se como referéncia as respectivas formas frescas.
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Figura 45 - Plotagem dos valores de fator de diferenciagdo (f1) e fator de similaridade (f2) para avaliacdo da

influéncia da adicédo de eletrélitos (a esquerda) ou da liofilizacéo (a direita) sobre o perfil de liberagao
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Legenda: MTX= metotrexato; HG= hidrogel; QS= complexos polieletroliticos (PECs) de quitosana; OQ= PECs
de oligoquitosana; QSMN= PECs de quitosana funcionalizada com manose na propor¢do 1:1;
QSMN 0,5= PECs de quitosana funcionalizada com manose na proporc¢ao 1:0,5; liof.= liofilizada;
M= manose; MT= manose + trealose; os nimeros 50, 100, 200, 300 e 400 indicam a concentragéo
de cloreto de sodio (mmol.Lt)

Fonte: DO AUTOR (2019)

Constatou-se que os perfis de liberacéo a partir de QS200 e QS300 sédo equivalentes ao
de QS. Embora ambos tenham sido semelhantes ao perfil exibido pela solugdo de MTX, o que

néo foi observado para QS.

Demonstrou-se que o uso tanto de manose 5% quanto de manose 5% + trealose 5%
como crioprotetores foi suficiente para preservar o perfil de liberacdo exibido antes da
liofilizacdo, pois 0 comportamento de QS200 liof M5% e QS200 liof MT10% foi equivalente
ao de QS200 e o de OQ-7 liof M5%, ao de OQ-7.

Entretanto, a associacdo dos PECs de oligoquitosana liofilizados ao hidrogel nédo
proporcionou 0 mesmo controle de liberacdo observado para a associagdo dos respectivos PECs
frescos e o hidrogel. O perfil de liberacdo a partir de OQ-7 liof M5% em HG foi equivalente ao
de MTX-HG, ou seja, a presenca do carreador liofilizado, nesse caso, ndo conferiu vantagem a
formulacdo. Isso pode indicar que talvez o processo de liofilizacdo tenha modificado uma

possivel interacdo da particula com a rede de poloxameros.

Com base nestes perfis de liberacdo, as formulacdes OQ-7 em hidrogel e MTX em
hidrogel foram selecionadas para o teste in vivo. Embora OQ-7, ndo associada a hidrogel, ndo

tenha se demonstrado vantajosa em termos de controle de liberacdo, também foi selecionada
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para aplicagdo em modelo animal porque talvez a veiculacdo do farmaco em PECs possa

oferecer outros beneficios in vivo.

5.5 PROVA DE PRINCIPIO EM MODELO ANIMAL

Os resultados dos trés parametros avaliados in vivo, o limiar nociceptivo, o teor de IL-
1B plasmatica e a avaliacdo histologica da articulagdo tibiofemoral, indicaram que 0 modelo
animal de artrite foi adequado visto que os ratos que receberam CFA apresentaram sinais
inflamatorios compativeis com a patologia em estudo. O desempenho dos diferentes

tratamentos serd apresentado a seguir.

5.5.1 Avaliagé&o do limiar nociceptivo pelo teste de von Frey filamentos

Sendo a artrite reumatoide caracterizada por um processo inflamatorio sinovial intenso,
a dor € um dos principais sintomas associados a tal patologia. Portanto, uma das formas de se
avaliar o potencial farmacologico dos sistemas desenvolvidos foi 0 monitoramento do limiar
nociceptivo dos animais frente aos diversos tratamentos, para o que foi utilizada a técnica de

von Frey de filamentos.

A Figura 46 apresenta a variagdo do limiar nociceptivo dos animais, avaliado pelo teste

de filamentos de von Frey.

O limiar nociceptivo do grupo AR, constituido por animais que receberam inducéo de
artrite reumatoide (CFA) mas ndo foram tratados, mostrou-se menor (P < 0,05) nos dias 18 e
21 que o do grupo de animais sadios (Co), os quais receberam 6leo mineral (veiculo). Isso
indica que o modelo proposto foi eficaz em induzir nocicep¢do. A maioria dos tratamentos
aplicados ndo foi eficiente em reverter a hiperalgesia. Entretanto, dois tratamentos, OQ-7 e HG-
OQV reverteram significativamente (P < 0,05) a hiperalgesia no dia 12° dia apds a inducdo da
artrite, indicando que essas formulagdes controlaram o processo inflamatoério no estagio inicial

dessa patologia e, consequentemente, a dor.
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Figura 46 - Efeito dos diversos tratamentos sobre o limiar nociceptivo dos animais

Em animais Em animais Tratamento
sadios c/artrite
I’/"H/\’ }\/ﬁ Nenhum
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A HG-OQ-7
HH b s }{[ HG-0QV

Legenda: *= limiar nociceptivo maior em relacdo aos animais com artrite ndo tratados, no mesmo tempo; #=
limiar nociceptivo menor em relagdo aos animais sadios ndo tratados, no mesmo tempo; = limiar
nociceptivo diferente do limiar nociceptivo basal do respectivo grupo. Nivel de significancia: 0,05.
Linhas pontilhadas representam tratamentos com veiculos. As barras verticais representam o erro
padrdo médio.

Fonte: DO AUTOR (2020)
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Os resultados de von Frey apresentaram uma variancia muito alta. A alta variabilidade
das respostas pode ser inerente a subjetividade do analista na interpretacdo da resposta do
animal. Além disso, em virtude do grande numero de animais, foi impossivel testa-los
simultaneamente. Isso constitui um problema em estudos comportamentais porque por mais
que se tente controlar as condigdes experimentais, os fatores externos ndo podem ser

reproduzidos.

5.5.2 Quantificacdo de IL-1p plasmatica

Outra forma de se avaliarem os diferentes tratamentos foi a pesquisa da citocina pré-
inflamatoria, IL-1p no plasma. A inflamacdo articular tambem foi evidenciada pela elevagédo
significativa do teor plasmatico de IL-1p (P < 0,05) em relacdo ao grupo Co (FIGURA47). A
pesquisa de citocina pro-inflamatdria demonstrou que nos animais com artrite tratados com
todas as formulacGes contendo farmaco (MTX oral, MTX i.a., HG-MTX, OQ-7 e HG-0Q7) e
com os veiculos HG e HG-OQV apresentaram IL-1p plasmatica equivalente a de Co (P > 0,05)
e inferiora AR (P < 0,05). O tratamento com o veiculo OQV (P > 0,05) nado foi capaz de reverter

a elevacdo de IL-1p resultante da artrite induzida.

Figura 47 - Efeito de diferentes tratamentos sobre a concentragdo plasmatica de IL-1f3
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Legenda: IL= interleucina
Fonte: DO AUTOR (2020)
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5.5.3 Avaliacédo histologica da articulacgéo tibiofemoral

A avaliagdo histoldgica da articulagdo tibiofemoral permitiu acessar o nivel de
modificac¢Bes estruturais induzidas pelo processo inflamatdrio, em resposta a cada tratamento,
e pelas formulacdes aplicadas em animais sadios. Os efeitos dos diferentes tratamentos sobre a
histologia da membrana e cartilagem sinovial da articulagdo tibiofemoral encontram-se

plotados na Figura 48 e ilustrados nas Figuras 49 e 50.

A infiltracdo de células inflamatdrias, provocada pela inducdo da artrite, promoveu o
desaparecimento dos adipécitos presentes na sindvia de ratos sadios. Nenhum dos tratamentos
foi suficiente para reverter tal efeito, entretanto nenhum deles foi capaz de induzi-lo na auséncia

de artrite.

A inducdo da artrite nos animais elevou (P < 0,05) os seguintes parametros: escore de
degeneracéo da cartilagem, escore de hipertrofia da cartilagem, escore de inflamacao sinovial
e do QA de condrdcitos e sinovidcitos. Outra alteragdo histologica decorrente do processo

inflamatorio foi a reducéo da espessura da cartilagem (P < 0,05).

Os parametros QA de condrocitos, escore de hipertrofia da cartilagem, escore de
inflamag&o sinovial e QA de sinovidcitos ndo foram alterados (P > 0,05) por nenhum dos
tratamentos contendo farmaco. Entretanto, tais parametros foram relevantes para se verificar a
irritabilidade dos veiculos HG e OQV.

Por outro lado, todos os tratamentos contendo MTX, exceto HG-OQ-7, melhoraram (P
< 0,05) o escore de degeneracdo da cartilagem. Tal resultado é bastante condizente com a
reducdo observada na IL-1f plasmatica, pois tal mediador ja foi relacionado a dano a cartilagem
(JOOSTEN et al., 1999; KAY; CALABRESE, 2004).

A reducédo do escore de degeneragdo da cartilagem foi o Gnico parametro histoldgico
melhorado pelo tratamento MTX i.a. Entretanto, seu veiculo, tampdo i.a. proporcionou o
mesmo beneficio. Portanto, a reducéo da atividade inflamatdria nesse caso pode ser decorrente

da irrigacdo da cavidade articular e ndo da administragdo do MTX livre em solugéo.



Figura 48 - Efeitos dos tratamentos sobre a histologia da articulacdo tibio-femoral
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Figura 49 — Imagens da cartilagem da articulacéo tibiofemoral de ratos sadios (A, exceto grupo AR) e ratos com
atrite induzida (B), submetidos aos diversos tratamentos

40 um

Legenda: 1=Co; 2=AR; 3=Co+tampdo i.a.; 4=AR+tampdo i.a.; 5=Co+MTX i.a.; 6=AR+MTX i.a.; 7= Co+HG-
0OQV; 8=AR+HG-OQV; 9=Co+HG; 10=AR+HG; 11=Co+HG-MTX; 12=AR+HG-MTX;
13=Co+0QV; 14=AR+0QV; 15=Co+0Q-7; 16=AR+0Q-7; 17=Co+MTX oral; 18=AR+MTX
oral; 19=Co+HG-0OQ-7; 20=AR+HG-0Q-7; seta= condrocitos; cabeca da seta=pannus;
asterisco=matriz cartilaginosa; estrela=0sso subcondral; H=foco hemorragico.

Fonte: DO AUTOR (2020)
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Figura 50 — Imagens da sindvia da articulacdo tibiofemoral de ratos sadios (A, exceto grupo AR) e ratos com
atrite induzida (B), submeti.do_s aos diversos tratamentos

s

A

Legenda: 1=Co; 2=AR; 3=Co+tampdo i.a.; 4=AR+tampdo i.a.; 5=Co+MTX i.a.; 6=AR+MTX i.a.; 7= Co+HG-
OQV; 8=AR+HG-OQV; 9=Co+HG; 10=AR+HG; 11=Co+HG-MTX; 12=AR+HG-MTX;
13=Co+0QV; 14=AR+0QV; 15=Co+0Q-7; 16=AR+0Q-7; 17=Co+MTX oral; 18=AR+MTX
oral; 19=Co+HG-0Q-7; 20=AR+HG-0Q-7; cabeca de seta=epitélio sinovial; asterisco=adipdcito.

Fonte: DO AUTOR (2020)
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HG-MTX apresentou 0 mesmo desempenho que MTX i.a. Seu veiculo, HG, embora
tenha reduzido o nivel plasmatico de IL-1pB, exacerbou a inflamagao sinovial nos animais com
artrite. Esse resultado denota que a seguranca dos hidrogéis a base de poloxameros precisa ser
melhor investigada. Ha relatos sobre o efeito anti-inflamatério de poloxamero 188 in vivo
(HUNTER et al., 2010; ZHANG et al., 2018) e in vitro (HARTING et al., 2015; HOKETT et
al., 2000), porém constatou-se aqui que a associacdo de poloxamero 188 e poloxamero 407 foi

pro-inflamatoria.

O tratamento com MTX oral, além de melhorar o escore de degeneracédo da cartilagem
e reduzir a IL-1pP plasmatica, amenizou a reducdo da espessura da cartilagem. A finalidade do
grupo AR+MTX oral foi funcionar como um controle positivo de tratamento, sendo que a
dosagem empregada foi embasada em dados da literatura que relatam sua eficiéncia na remissao
de artrite reumatoide em ratos (BENDELE et al., 1999). Além disso, na prética clinica atual o
MTX é empregado principalmente por via oral para tratamento da artrite reumatoide e, portanto,
seria importante comparar o desempenho obtido por tal via de administragdo com o das novas
formulagdes propostas neste trabalho.

0OQ-7, formulacdo que consiste em MTX incorporado aos PECs de oligoquitosana,
também reduziu o escore de degeneracdo da cartilagem e a concentragdo plasmatica de IL-1f e
atenuou a reducdo da espessura da cartilagem. Além disso, foi a Unica formulacdo contendo
farmaco que elevou o limiar nociceptivo de animais com artrite. Seu veiculo, OQV, ndo
demonstrou qualquer beneficio e exacerbou a inflamacéo nos animais com artrite tanto a nivel

sinovial quanto pela elevacéo do escore de hipertrofia da cartilagem e do QA de condrdcitos.

HG-0Q-7, que corresponde aos PECs contendo MTX dispersos em hidrogel, reduziu a
concentracdo plasmaética de IL-1B, mas ndo melhorou nenhum dos parametros histologicos,
pelo contrario, agravou o processo inflamatério nos animas com artrite, elevando o escore de
degeneracédo da cartilagem, escore de hipertrofia da cartilagem, QA de condrdcitos e QA de
sinovidcitos. A acdo irritante demonstrada por HG-OQ-7 parece nao estar relacionada a seu
veiculo, HG-OQV, o qual melhorou o escore de degeneracdo da cartilagem. Como dito
anteriormente, HG-OQV também melhorou o limiar nociceptivo dos animais com artrite
induzida (dia 12).

Os efeitos benéficos de HG-OQV provavelmente decorrem da acéo anti-inflamatdria da
oligoquitosana, a qual ja foi reportada tanto in vitro (CHUNG; PARK; PARK, 2012; HYUNG
et al., 2016; KIM et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2012; SEO et al., 2003; WEI et al., 2012;
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YANG et al., 2018a; YOON et al., 2007) quanto in vivo (DAVYDOVA et al., 2016; HUANG
et al., 2016; MEI et al., 2013; QIAO; BAI; DU, 2011; YOON et al., 2008), inclusive em
humanos (HYUNG et al., 2006). A reducédo da inflamacéo propiciada pela oligoquitosana foi
evidenciada por: reducdo na secrecdo e expressao de citocinas pro-inflamatdrias (CHUNG,;
PARK; PARK, 2012; HUANG et al., 2016; HYUNG et al., 2006; KIM et al., 2002; QIAQO;
BAI; DU, 2011; SEO et al., 2003; TU et al., 2016; YANG et al., 2018a; YOON et al., 2007),
como TNF-a e IL-6; aumento na expressdo de citocinas anti-inflamatérias (DAVYDOVA et
al., 2016; HUANG et al., 2016); reducdo na expressdo da sintetase indutivel de 6xido nitrico
(HYUNG et al., 2016; KIM et al., 2002; WEI et al., 2012); inibicdo da ativacdo do fator nuclear
(NF)-kappaB (SEO et al., 2003); aumento da atividade de enzimas antioxidantes (QIAQO; BAI,
DU, 2011; YOON et al., 2008); reducdo na expressdo de ciclo-oxigenase 2 e aumento da
expressdo de hemi-oxigenase 1 (HYUNG et al., 2016). OQV, assim como HG-OQV, também
é constituido por oligoquitosana e se mostrou irritativo. A diferenca de efeito entre os dois
veiculos pode ser em virtude da diferenca de pH, que em OQV é 5,9 e em HG-OQV, 6,6,

portanto mais compativel com o pH sinovial.

Portanto, os estudos in vivo indicaram que a formulacdo OQ-7 é bastante promissora
pois, em administracdo Unica e localizada, foi capaz de proporcionar os mesmos beneficios
obtidos com a administracdo oral didria de MTX, nos animais com artrite induzida, tanto no
que se refere ao reparo da cartilagem quanto ao controle do nivel plasmético de IL-1p. Além
disso, reduziu a hiperalgesia na etapa inicial do processo inflamatorio, o que ndo foi observado
com o tratamento MTX oral. Cumpre ressaltar que novos estudos precisam ser conduzidos em
virtude da irritabilidade desencadeada por seu veiculo. Apesar disso, o carreamento de MTX
pelos PECs de oligoquitosana demonstrou eficacia no controle da artrite a partir de uma dose
Unica de 175,7 pg.kg?, a qual equivale a 23,4% da dose total administrada por via oral,

indicando o potencial deste sistema para tratamento desta patologia.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar in vivo sistemas de
liberacdo contendo metotrexato, adequados para administracdo intra-articular, visando
representarem alternativas para tratamento de artrite reumatoide. Como até 0 momento nao se
conhece cura para tal patologia, os pacientes por ela acometidos necessitam de medicagdo
continua e, ndo raro, de politerapia. O uso prolongado de medicamentos e principalmente de
associacfes medicamentosas pode aumentar a incidéncia e/ou exarcebar a manifestacdo de
efeitos adversos, comprometendo a qualidade de vida dos usuéarios e a adesdo ao tratamento.
Portanto, considera-se que a administracdo intra-articular possa ser Gtil no sentido de otimizar

o efeito terapéutico e reduzir a exposicao sistémica ao farmaco.

Entretanto, a administracdo intra-articular tem suas limitagcGes. Entre elas estd o
desconforto do paciente no momento da aplicacdo. Além do procedimento ser doloroso, 0 ato
mecanico da injecdo pode ocasionar lesdo articular se for repetido dentro de curto intervalo de
tempo. Portanto, as administracGes por via intra-articular devem ser espacadas por varias
semanas. Além disso, a depuracdo das articulacfes ocorre de forma muito rapida. A soma
desses fatores leva a necessidade de que a formulagdo seja capaz de se concentrar no espago
articular, formando um depdsito, a partir do qual o farmaco seja liberado gradativamente. Para

tentar atender a esta demanda foram desenvolvidos PECs, hidrogéis e associa¢des de ambos.

Os PECs foram obtidos pela complexacéo polieletrolitica dos grupos aminicos presentes
na quitosana (polimérica ou oligomeérica) com carboxilas desprotonadas do polimero ani6nico
HPMCp. Como a molécula de MTX possui esses mesmos grupos ionizaveis sua incorporagao

foi possivel pela mesma técnica.

A complexacdo polieletrolitica € uma técnica muito simples, rapida e de baixo custo,
porém um desafio & sua aplicagdo é a obtencdo de carreadores pequenos e com uniformidade
de tamanho. Tais caracteristicas desfavoraveis foram observadas nos PECs de quitosana
polimérica e puderam ser superadas com a modificacdo da forca i6nica do meio. Avaliando-se
diferentes concentracdes de cloreto de sédio adicionadas as dispersdes poliméricas, foi possivel
constatar que a utilizagdo de 200 ou 300 mmol.L? do eletrdlito proporcionou reducéo
significativa do tamanho e do Pdl, sem prejudicar o teor de farmaco incorporado ao carreador.A
fim de se empregar a menor concentracdo efetiva de cloreto de sédio, QS200 foi selecionado

como o PEC de quitosana polimérica mais promissor.
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Devido a sua maior uniformidade, QS200 foi selecionado para o estudo de crioprotecéo.
Proteger a estrutura dos PECs durante o processo de liofilizacdo é um desafio que merece ser
pesquisado porque tal processamento pode permitir a obtencdo de formulagbes mais
concentradas ou talvez prolongar a estabilidade dos PECs. Outra motivacdo € que algumas
caracterizagdes importantes, como a espectroscopia no IV e a analise térmica, requerem que 0
material esteja liofilizado. Neste trabalho pesquisamos 0s aclcares mais reportados como
crioprotetores para PECs de quitosana, a trealose e 0 manitol (ABDELWAHED et al., 2006), e
propusemos uma nova alternativa, a manose. Os resultados indicaram a manose como melhor
crioprotetor para QS200 porque permitiu a conservagéo do tamanho, do Pdl, da EE e do perfil

de liberacdo in vitro.

Os PECs obtidos a partir da oligoquitosana foram um pouco maiores que 0s da
quitosana, mas se mostraram tdo uniformes quanto. Devido ao fato da oligoquitosana ser
hidrossoltvel, os PECs puderam ser obtidos num pH mais favoravel a solubilizacdo do MTX,
0 que proporcionou um diferencial muito importante: os PECs de oligoquitosana apresentaram
uma capacidade de incorporacdo de farmaco muito maior, de forma que na obtencdo de OQ-7
utilizou-se uma concentracao de MTX quatro vezes superior a usada para QS200 e sua EE foi

mais que o dobro da obtida com a quitosana polimérica.

QS200 e OQ-7 foram satisfatoriamente caracterizados por DSC, TG e escpectroscopia
no IV. Os resultados proporcionados por tais técnicas indicaram éxito no processo de
complexacéo polieletrolitica, uma vez que os PECs apresentaram caracteristicas distintas em
relacdo a seus materiais de partida isolados ou misturados fisicamente. Por microscopia de forca
atdbmica foi possivel visualizar as particulas e constatar que OQ-7 é maior que QS200 e possuli
menor tendéncia a agregacao. Evitar a formacdo de agregados € fundamental para a obtencéo

de formulagGes homogéneas e consequentemente com resultados mais reprodutiveis.

Além dos PECs, outra estratégia aqui proposta para se tentar aumentar o tempo de
permanéncia do farmaco dentro da articulacdo foi o uso de hidrogel termorresponsivo,
constituido por poloxameros. As dispersdes de poloxameros normalmente se apresentam
fluidas a temperatura ambiente, mas com a elevacdo da temperatura seus residuos mais
hidrofobicos, PPO, desidratam. Para que haja uma estabilizacdo do sistema, as cadeias
poliméricas passam a se organizar em micelas nas quais os residuos menos hidrofébicos, PEO,
se posicionam externamente, minimizando o contato de PPO com 0 meio aquoso. Tal
organizacdo aumenta a viscosidade da matriz e propicia a gelificacdo, a qual ocorre em

temperatura dependente da concentracdo e dos tipos de poloxameros utilizados (MEZNARICH;
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LOVE, 2011). Uma combinacdo de poloxadmeros 407 e 188, na proporcao 2:1, foi escolhida
com base em estudos de outros autores (DOS SANTOS et al., 2015), e utilizada na concentracdo
de 30% (m.m™), o que deu origem & formulagéo base, HG. Ao HG foram incorporados farmaco
livre (HG-MTX), PECs de quitosana (HG-QS200) e de oligoquitosana (HG-OQ-7). Embora
por reometria oscilatoria, aplicando-se uma rampa de aquecimento até 60°C, ndo tenha sido
possivel determinar a temperatura de gelificacdo de HG, HG-MTX e HG-QS, constatou-se que
os hidrogeéis desenvolvidos adquiriram consisténcia suficiente para impedir 0 escoamento entre
36 e 37°C. A 37°C foi possivel inclusive caracteriza-los quanto a seu perfil de textura,
determinando sua resisténcia a compressdo, sua capacidade de adesdo e sua coesdo. A
seringueabilidade dos hidrogéis também foi determinada e assegurou que os hidrogéis foram
passiveis de serem injetados a temperatura ambiente. Portanto, o perfil termorresponsivo

almejado foi obtido com éxito.

Concluido o desenvolvimento e caracterizacdo dos sistemas, a proxima etapa foi a
determinar o perfil de liberagcdo. Os estudos de liberacdo in vitro demonstraram que o perfil de
liberagdo de MTX a partir de QS200 e de OQ-7 é similar ao de uma solucéo de farmaco livre,
ou seja, 0s PECs ndo modificaram a velocidade de liberagdo do MTX. O HG-MTX apresentou
um perfil diferenciado em relacdo a solucdo de farmaco livre, porém ndo o suficiente para
prolongar por muito tempo a liberagdo. Uma liberagdo mais lenta foi exibida pelas associa¢fes
de PECs a hidrogel (HG-QS200 e HG-OQ-7) e as possiveis causas que levaram a esse efeito

merecem ser pesquisadas em estudos posteriores.

Os trés sistemas propostos, PECs, hidrogel e PECs associados a hidrogel, foram
submetidos a prova de principio em modelo animal. Entre os PECs, selecionou-se OQ-7 por ter
apresentado maior EE. Além da possibilidade de maior carregamento, o pH de OQ-7 é mais
compativel com o articular, visto que o fluido sinovial de pacientes com artrite € 6,8 (WARD;
STEIGBIGEL, 1978). Portanto, OQ-7, HG-MTX e HG-OQ-7 foram avaliados como
tratamento intra-articular para ratos Wistar, nos quais se induziu artrite reumatoide.
Paralelamente as respectivas formulacdes vazias (sem farmaco), OQV, HG e HG-OQV,
também foram avaliadas. Para fins comparativos, também se avaliou o tratamento intra-
articular com solugédo de MTX. Como controle positivo de tratamento utilizou-se solugdo de
MTX por via oral (BENDELE et al., 1999).

Para avaliar o desempenho dos sistemas desenvolvidos foi utilizado um modelo animal
de artrite e os pardmetros avaliados in vivo foram o limiar nociceptivo, a concentragdo

plasmatica de IL-1p ¢ a histologia da cartilagem e membrana sinovial.
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Os experimentos in vivo apontaram que o tratamento com OQ-7, formulagdo onde o
MTX esté incorporado aos PECs de oligoquitosana, administrado via intra-articular em dose
Unica, apresentou um desempenho tao eficaz quanto a administracdo oral diéria de solucdo de
MTX para o controle do processo inflamatério da articulagdo. Esse foi um resultado bastante
promissor devido a possibilidade de se obter agdo terapéutica com uma exposi¢do sistémica ao
farmaco reduzida. E interessante notar que OQ-7 ndo apresentou in vitro um perfil de liberacio
mais lento em relacdo a solucdo de farmaco livre, ao contrario do que foi obtido a partir dos
sistemas com hidrogel ou associacédo de PECs a hidrogel. Talvez in vivo tenha ocorrido uma
interacdo de OQ-7 com o &cido hialurénico presente no fluido sinovial, visto que ambos
possuem cargas opostas, e tal interacdo tenha proporcionado uma liberagdo mais gradativa do
farmaco suficiente para contornar a rapida depuracdo articular. Tal hipotese pode ser

investigada em estudos futuros.

Constatou-se também que o veiculo de OQ-7, OQV, promoveu irritacdo a nivel de
cartilagem e sindvia, exacerbando a artrite induzida nos animais. 1sso aponta para a necessidade
de se investigar melhor a formulacdo e efetuar ajustes necessarios para maior seguranca. 1sso
provavelmente podera ser alcancado visto que outro veiculo, HG-OQV, amenizou a inflamacéo
articular. Provavelmente tal acdo anti-inflamatoria deva-se a acdo da oligoquitosana, a qual ja
foi reportada por outros autores (CHUNG; PARK; PARK, 2012; DAVYDOVA et al., 2016;
HYUNG et al., 2016; KIM et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2012; SEO et al., 2003; WEI et al.,
2012; YANG et al., 2018a; YOON et al., 2007). Outro motivo para acreditarmos que a
oligoquitosana tenha sido responsavel pelo efeito anti-inflamatério de HG-OQV foi a
constatacdo de que HG, hidrogel base ndo associado aos PECs, acentuou a inflamacdo dos
animais com artrite. Portanto, apesar do efeito irritativo de seu veiculo, OQ-7 se revelou um

sistema promissor para controle do processo inflamatdrio artritico.

Enfim, com base nos resultados deste trabalho, foram langadas propostas de pesquisas
posteriores no sentido de aumentar a seguranca da administracdo dos veiculos propostos e
compreender melhor a liberacdo do farmaco in vivo a partir de tais sistemas.Consideramos
nossos resultados de grande relevancia para melhorar o arsenal de opgdes terapéuticas para
tratamento de artrite reumatoide. Tanto a possibilidade de tratamento localizado quanto a
reducdo na frequéncia de administragdo podem prevenir o desenvolvimento de reagdes adversas
e possiveis interacbes medicamentosas, uma vez que 0s pacientes com artrite reumatoide, na
maioria das vezes, necessitam de politerapia. Portanto, de acordo com os estudos pré-clinicos,

o tratamento intra-articular, em dose unica, com MTX incorporado a PECs de oligoquitosana
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demonstrou potencial para favorecer a adesdo a terapia medicamentosa e melhorar a qualidade

de vida dos usuarios.
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7. CONCLUSAO

Foram desenvolvidos PECs contendo MTX com tamanho na faixa de 260 a 590 nm,
dimensdes que permitem a internalizacdo das particulas pelas células. Além disso, os PECs
apresentaram carga superficial positiva, o que favorece sua interacdo com as glicoproteinas

negativas presentes na membrana das células do sistema imune.

Além de apresentarem as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis, os PECs foram
obtidos por meio de uma técnica de simples execucdo, que é rapida, ndo requer o uso de
equipamentos sofisticados e nem de solventes organicos ou reagentes toxicos. Tais aspectos sdo
importantes tanto para a preservacdo ambiental quanto para reduzir os custos financeiros

associados ao processo produtivo.

Foi possivel preservar as caracteristicas fisico-quimicas dos PECs durante o processo
de liofilizacdo. Isso representa um quesito relevante quando se considera a possibilidade de
transformar a formulagdo em um produto comercial, uma vez que pode propiciar um maior

tempo de prateleira, permitir a concentracdo do principio ativo e facilitar o armazenamento.

O sucesso na incorporacdo de MTX aos PECs pode representar também uma melhora
na biodisponibilidade do farmaco, visto que trata-se de uma molécula hidrofilica, com baixa
permeabilidade e pouco solivel em agua. Driblar tais desvantagens fisico-quimicas, embora
ndo represente a preocupacao primordial em sistemas destinados ao tratamento intra-lesional, €

um ganho importante para formulagdes que empreguem outras vias de administragao.

Paralelamente foram desenvolvidos hidrogéis termorresponsivos, os quais sao fluidos a
temperatura ambiente e rapidamente iniciam a gelificacdo quando sdo submetidos a temperatura
corporal. Tal comportamento torna esses sistemas ideais para aplicacdo intra-articular porque
podem ser injetados a partir de seringa e logo adquirem consisténcia suficiente para ndo serem
depurados tdo rapidamente do espaco sinovial. Além da formulacdo ter potencial para
permanecer por mais tempo na articulagdo, constatou-se in vitro que a associagéo dos PECs ao
hidrogel permitiu um controle efetivo da liberacdo do farmaco. Entretanto, tal controle da
liberacdo in vitro ndo resultou em vantagem quanto ao desempenho farmacolégico in vivo,
indicando que interacOes das formulagcbes com o ambiente sinovial merecem investigacoes

posteriores.
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Apesar dos sistemas de liberacao terem sido desenvolvidos a partir de excipientes com
biocompatibilidade reportada, cuja aplicacdo no ramo farmacéutico € amplamente reconhecida,

constatou-se a necessidade de maiores estudos quanto a seguranga dos veiculos.

A avaliacdo pré-clinica dos sistemas foi promissora. A administracdo intra-articular, em
dose Unica, de MTX incorporado a PECs de oligoquitosana, foi tdo efetiva no controle da artrite
induzida em animais quanto a administracdo oral diaria de MTX, adotada como controle
positivo de tratamento. Portanto, os objetivos primordiais do trabalho foram alcangados com

éxito.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada " Avaliagao do desempenho de sistemas
de liberacio contendo metotrexate sobre o limiar nociceptive de ratos com
artrite reumatoide induzida®, registrada com o n® 5572018, sob a
responsabilidade de Giovane Galdino de Souza, que envolve a produgdo,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com 08 preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-
UMNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade () Ensino (¥) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizacao De 08/12/2018 a 08/12/2020

Espéecie/linhagem/raca Rato Wistar / heterogénico
N® de animais g6

Sexo Machos

Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 30 de Movembro de 2018.
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