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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente tese
foi redigida na forma de capitulos, com encarte de publicacdes. Assim, este exemplar

encontra-se estruturado da seguinte forma:

e Introducéo;

e Objetivo geral e objetivos especificos;

eRevisdo da literatura;

eCapitulo I: Desenvolvimento de nanoemulsbes contendo kaempferol para
administracado intranasal e avaliacdo da atividade citotoxica em glioma:
- Publicagdo 1. "Validation of an HPLC-UV method for analysis of
kaempferol-loaded nanoemulsion and its application to in vitro and in vivo
tests".
- Publicagédo II: "Kaempferol-loaded mucoadhesive nanoemulsion for
intranasal administration reduces glioma growth in vitro".

eCapitulo Il: Desenvolvimento de dispersfes solidas contendo kaempferol
para administracdo oral:
- Artigo cientifico a ser submetido: "Flavonoids delivery by solid
dispersion: a systematic review".
- Publicacéo Il : "Solid dispersion of kaempferol: formulation development,
characterization and oral bioavailability assessment".

e Discusséao geral;

e Conclusoes;

e Referéncias.






RESUMO
Kaempferol (KPF) € um flavonoide com diversas propriedades farmacologicas, dentre
elas, podemos destacar a atividade anti-inflamatdria, antioxidante e antitumoral.
Entretanto, a baixa hidrossolubilidade e biodisponibilidade comprometem sua
utilizacdo terapéutica. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi desenvolver
estratégias farmacotécnicas para melhorar as caracteristicas biofarmacéuticas do KPF,
no caso, nanoemulsGes para administracdo intranasal e dispersdes sélidas para a via
oral. Primeiramente, um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
validado para a quantificagdo do KPF em diferentes matrizes (nanoemulsdo, mucosa
nasal, fluido receptor e cérebro de ratos). Duas formulacGes foram desenvolvidas:
nanoemulséo (KPF-NE) e nanoemulsdo mucoadesiva contendo quitosana (KPF-MNE).
Ambas nanoemulsdes apresentaram tamanho nanomeétrico inferior a 190 nm, baixo
indice de polidispersdo, potencial zeta negativo pra KPF-NE e positivo para KPF-
MNE e teor superior a 96%. Uma maior for¢ca mucoadesiva foi observada para KPF-
MNE, bem como maior permeacédo através da mucosa nasal. Ainda, foi verificado que
a administracdo intranasal da KPF-MNE aumentou o teor de KPF no cérebro de ratos
em relacdo a KPF-NE e KPF livre. Além disso, KPF-MNE apresentou atividade
citotoxica em celulas de glioma superior a KPF-NE, com inducdo de apoptose.
Dispersoes sélidas contendo KPF e como carreador, Poloxamer 407 (1:5, p:p), foram
desenvolvidas por dois métodos de preparo (fuséo e evaporacdo do solvente) e ambas
aumentaram significativamente a solubilidade aparente e apresentaram similar perfil
de dissolucdo em meio &cido (aproximadamente 100% em 2h). Em contrapartida, KPF
livre apresentou dissolucédo incompleta. Apos a administracdo oral da disperséo solida
em ratos, houve aumento significativo (aproximadamente 2 vezes) na extensdo de
absorcdo (ASC) em comparacdo ao KPF livre. Portanto, KPF-MNE apresenta-se como
um promissor sistema de liberacdo para KPF através da via intranasal para o
tratamento de GBM, bem como disperses sélidas sdo uma estratégia eficaz para

aumentar a dissolucéo e biodisponibilidade oral do KPF.

Palavras-chave: Kaempferol, nanoemulsdes, administracdo intranasal, glioma,

dispersdes solidas, dissolucao






ABSTRACT
Kaempferol (KPF) is a flavonoid with several pharmacological properties, among them
we can highlight the anti-inflammatory, antioxidant and anti-tumor activity. However,
low water solubility and bioavailability compromise its therapeutic use. In this context,
the objective of the study was to develop pharmacotechnical strategies to improve the
biopharmaceutical characteristics of KPF. Nanoemulsions containing KPF were
developed for intranasal administration and solid dispersions for the oral route. First, a
high performance liquid chromatography method was validated for the quantification of
KPF in different matrices (nanoemulsion, nasal mucosa, receptor fluid and murine
brain). Two formulations were developed: nanoemulsion (KPF-NE) and mucoadhesive
nanoemulsion containing chitosan (KPF-MNE). Both nanoemulsions had a nanometric
size (less than 190 nm), low polydispersity index, negative zeta potential for KPF-NE
and positive for chitosan-containing KPF-MNE, KPF content greater than 96% and
compatible pH for intranasal administration. Higher mucoadhesive strength was
observed for the formulation as well as increased permeation through the nasal mucosa.
Intranasal administration of KPF-MNE has been shown to increase KPF content in the
rat brain relative to KPF-NE and free KPF. In addition, KPF-MNE showed cytotoxic
activity in glioma cells superior to KPF-NE, with induction of apoptosis. Solid
dispersions containing the Poloxamer 407 as carrier (1. 5) were developed by two
methods of preparation (solvent evaporation and melting method) and both significantly
increased apparent solubility and showed similar dissolution profile (approximately
100% in 2h). In contrast, free KPF showed incomplete dissolution. After oral
administration of the solid dispersion in rats, there was a significant (approximately 2-
fold) increase in extent of absorption (ASC) compared to free KPF. Therefore, KPF-
MNE presents as a promising delivery system for KPF through the intranasal route for
the treatment of GBM, as well as solid dispersions are an effective strategy to increase

the dissolution and oral bioavailability of KPF.

Key-words: Kaempferol, nanoemulsions, intranasal administration, glioma, solid

dispersion, dissolution.
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INTRODUCAO







O flavonoide kaempferol (KPF) possui acdo anti-inflamatoria, antibacteriana,
antiviral, antifngica, antiprotozoaria e neuroprotetora. KPF induz morte celular em
diferentes tecidos neoplasicos (pulméo, mama, célon, prostata, figado, pancreas, pele,
esodfago, cérebro e ovario) principalmente por apoptose, e 0s mecanismos envolvidos
neste processo ainda estdo sendo elucidados (CALDERON-MONTANO et al., 2011;
CHEN e CHEN, 2013; DEVI et al., 2015). Em gliomas, além de inibir a invasividade
e migracdo das células, KPF induz apoptose celular através da geracdo de ROS e é
capaz de sensibilizar células cancerigenas aos efeitos citotoxicos de farmacos como
doxorrubicina (SHARMA et al., 2007; SIEGELIN et al., 2008; JEONG et al., 2009;
NAKATSUMA et al., 2010; SEIBERT et al., 2011).

Gliomas sédo os tumores primarios mais comuns e malignos do Sistema Nervoso
Central (SNC) em adultos (SATHORNSUMETEE et al., 2007). Dentro dos tumores
astrociticos, os tumores de alto grau sdo 0s mais comuns, destacando-se glioblastoma
multiforme (GBM), astrocitoma de grau IV (VAN WOENSEL et al., 2013). O
prognostico para GBM é péssimo, pois mesmo com o tratamento preconizado
(recessao cirurgica, radioterapia e tratamento farmacoldgico) a sobrevida do paciente é
de em média 14,6 meses desde o diagndéstico (ROBINS et al., 2009; VAN WOENSEL
et al., 2013). A falha na terapia se deve principalmente a natureza infiltrante, auséncia
de especificidade terapéutica, quimiorresisténcia intrinseca e a barreira
hematoencefalica (BHE) que limita a entrada dos quimioterapicos no SNC (VAN
MEIR et al., 2010; LIU et al., 2014).

Diversas estratégias sdo utilizadas para aumentar a entrada dos farmacos no
SNC (ALAM et al., 2010). Dentre elas, a via de administracdo intranasal tem se
mostrado promissora por diversas raz0es: ser uma via ndo invasiva; promover entrega
direta do farmaco ao ceérebro, evitando a limitacdo imposta pela BHE; evitar o
metabolismo de primeira passagem, o que poderia diminuir a fracdo de farmaco ativo;
possibilitar a utilizacdo de baixas doses, evitando possiveis efeitos adversos;
possibilitar a autoadministracdo. O farmaco consegue alcangar o cérebro diretamente
através da regido olfatoria e/ou ramificagbes do nervo trigémeo, ou indiretamente
através da porcdo de farmaco que atinja a circulacdo sistémica e consiga transpor a

BHE (ALAM et al., 2010; ILLUM, 2012; KOZLOVSKAYA et al., 2014). Entretanto,
27



a via nasal pode apresentar algumas desvantagens como o clearance mucociliar,
degradacdo enzimatica e baixa permeabilidade do epitélio nasal a determinados
farmacos.

Neste contexto, nanoemulsfes sdo alternativas para contornar tais obstaculos,
pois apresentam o potencial de aumentar a absorcdo de farmacos e o tempo de
retencdo na cavidade nasal (VINOGRADOV et al., 2002; SOOD et al., 2014). Além
disso, 0 uso de quitosana nas formulacdes, devido a sua capacidade de abrir as jungdes
oclusivas, favorece a permeacdo dos ativos, bem como o aumento do tempo de
permanéncia na cavidade nasal, devido as propriedades mucoadesivas (CASETTARI e
ILLUM, 2014).

A partir do exposto, considerando a atividade do KPF contra gliomas, a
seletividade imposta pela BHE aos farmacos, a potencialidade da nanotecnologia e a
via de administracdo intranasal em aumentar a distribuigdo no tecido cerebral, o
presente trabalho propde, o inédito desenvolvimento de nanoemulsdes contendo
kaempferol para aplicacéo intranasal visando ao aumento da penetracdo cerebral e,
assim, ao tratamento de glioblastoma multiforme.

Apesar das diversas atividades farmacoldgicas ja citadas, KPF possui baixa
biodisponibilidade oral, atribuida principalmente a sua baixa hidrossolubilidade (log P
3,11), o que limita sua aplicacdo terapéutica por esta via de administracdo téo
consagrada (ROTHWELL et al., 2005; CALDERON-MONTANO et al., 2011; CHEN
e CHEN, 2013; DEVI et al., 2015). KPF ¢é classificado como classe Il no Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica, tendo sua absorcdo oral controlada pela etapa de
dissolucdo (XIE et al., 2014). Portanto, aumentar a solubilidade do KPF no trato
gastrointestinal é uma etapa crucial para aumentar sua absorcdo oral, aumentando sua
biodisponibilidade e, consequentemente, seus efeitos farmacologicos.

Diversas estratégias sdo utilizadas para aumentar a hidrossolubilidade e
biodisponibilidade oral de farmacos pouco soluveis, como redugdo do tamanho das
particulas para aumentar a area de superficie, utilizacdo de pro-farmacos, utilizagdo de
sais e dispersdes solidas, as quais sdo consideradas umas das mais efetivas pelo
aumento da molhabilidade e porosidade, diminuicdo do tamanho de particula e/ou

transformacdo para o estado amorfo do farmaco (LEUNER, CHRISTIAN e
28



DRESSMAN, JENNIFER, 2000; VO et al., 2013). O principio da técnica consiste
basicamente em dispersar o farmaco hidrofobico em um carreador hidrofilico, onde o
carreador pode ser tanto cristalino quanto amorfo, e o farmaco pode encontrar-se
molecularmente disperso como particulas amorfas ou cristalinas (MENG et al., 2015).

O preparo de dispersdes sélidas tem contribuido para gerar resultados
promissores na dissolucdo e biodisponibilidade de flavonoides (KANAZE et al.,
2006; KAKRAN et al, 2011; KHAN et al, 2015). Mesmo sendo evidente a
necessidade de melhorar a biodisponibilidade oral do kaempferol, pouco se tem
investigado no que se refere ao desenvolvimento de formulagbes orais contendo
kaempferol, e, até o momento, dispersdes sélidas contendo kaempferol nao foram
exploradas. Assim, o desenvolvimento de dispersoes sélidas contendo KPF é uma
promissora e inédita estratégia com o objetivo de melhorar sua solubilidade
aquosa e biodisponibilidade oral.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver diferentes
estratégicas farmacotécnicas, nanoemulsdes e dispersoes soélidas, a fim de

melhorar as caracteristicas biofarmacéuticas do kaempferol.
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OBJETIVOS







Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar sistemas de liberacdo contendo kaempferol para
administracdo intranasal e oral visando a melhoria de suas caracteristicas

biofarmacéuticas.

Objetivos especificos

Capitulo I:

— Desenvolver e validar métodos analitico e bioanalitico para a quantificacdo do KPF
em nanoemulsdes, em amostras de permeacdo/retencdo através mucosa nasal e em
cerebros de ratos;

— Desenvolver nanoemulsbes contendo KPF e caracteriza-las quanto as propriedades
fisicas, quimicas e fisico-quimicas;

— Estimar a distribuicdo cerebral do KPF ap6s administragdo intranasal das
nanoemulsdes em ratos Wistar;

— Avaliar a atividade citotoxica do KPF incorporado nas nanoemulsdes desenvolvidas

em linhagem celular de glioblastoma multifome (C6);

Capitulo I1:

— Realizar uma revisdo com andlise descritiva e quantitativa da literatura existente que
utilizou a abordagem de dispersdes solidas para a melhoria da dissolucdo e
biodisponibilidade oral de flavonoides.

— Selecionar o melhor carreador e desenvolver dispersfes sélidas para administracao
oral contendo KPF;

— Caracterizar as dispersdes solidas através de Calorimetria Exploratdria Diferencial
(DSC), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
difracdo de raios X (DRX) e microscopia eletronica de varredura (MEV);

— Auvaliar o perfil de dissolucéo das dispers6es desenvolvidas;

— Realizar estudo de farmacocinética da formulacdo otimizada em comparacdo ao
KPF.
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REVISAO DA LITERATURA







KAEMPFEROL

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios caracterizados pela estrutura
difenilpropano, consistindo em dois anéis benzeno unidos por uma cadeia linear de
trés carbonos (C6-C3-C6). Na maioria dos casos, o0s trés carbonos formam um anel
pirano fechado, formando assim uma estrutura de 15 atomos de carbono, compondo
trés anéis, denominados A, B e C, representado na Figura 1. As classes de flavondides
diferem no grau de oxidacdo e no padrdo de substituicdo do anel C, enquanto que os
compostos dentro de uma classe diferem no padrdo de substituicdo dos anéis A e B.
Dependendo das variacfes no anel heterociclico C, os flavondides podem ser divididos
em subclasses: flavonas (apigenina, luteolina), flavondis (quercetina, kaempferol,
miricetina), flavanonas (naringenina, hesperitina), flavanondis (taxifolin), flavanois ou
catequinas (catequina, epicatequina, epigalocatequina), isoflavonas (genisteina,
daidzeina, glicetina), antocianinas e antocianidinas (cianidina, pelargonidina,
petunidina) (YAO et al., 2004; KUMAR e PANDEY, 2013).

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides (KUMAR e PANDEY, 2013).

Estes compostos polifendlicos sdo amplamente encontrados em plantas e
constituem grande parte da dieta humana, como frutas e vegetais (AHERNE e
O'BRIEN, 2002; ROSS e KASUM, 2002). Aléem de suas funcbes fisiologicas nas
plantas, os flavonoides apresentam diversas atividades terapéuticas, como forte
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antiproliferativa,  hepatoprotetora,
antibacteriana, dentre outras (YAO et al., 2004; KUMAR e PANDEY, 2013).

O flavonoide Kaempferol (KPF, 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-

benzopyran-4-one), Figura 2, € um composto de coloracdo amarela com baixo peso
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molecular (PM 286,2 g/mol), encontrado em diversas espécies de plantas,
abundantemente encontrado na dieta humana (brécolis, macd, morango, feijao, uva,
etc) e em plantas medicinais (por exemplo, Aloe vera, Ginkgo biloba, Rosmarinus
officinalis, Crocus sativus L., Hypericum perforatum L., Equisetum spp,) (MIEAN e
MOHAMED, 2001; SULTANA e ANWAR, 2008; YANG et al., 2008; CALDERON-
MONTANO et al., 2011). Em plantas, acucares, tais como rutinose, ramnose, glicose e
galactose podem estar ligados ao kaempferol para produzir a forma glicosidica do
kaempferol, como por exemplo, astragalina (kaempferol-3-O-glucoside), onde
somente uma enzima € necessaria ao final de sua biossintese (flavonol 3-O-
glucosyltransferase), sendo esta enzima amplamente encontrada no reino vegetal
(CALDERON-MONTANO et al., 2011).

Figura 2. Estrutura quimica do kaempferol (CHEN e CHEN, 2013).

Apo6s a administracdo oral de 100 e 250 mg/kg de KPF em ratos, 0 tyy foi
observado entre 1 e 1,5 horas seguido por um declinio constante até 6h. Observou-se
baixa a moderada absorcdo, com baixa biodisponibilidade relativa (~2%) e extenso
metabolismo de primeira passagem (BARVE et al., 2009). Kaempferol é comumente
metabolizado em formas metil, sulfato ou glicuronideo (BARVE et al., 2009; CHEN
et al., 2010). Em um estudo onde avaliaram a permeabilidade intestinal de flavonoides
em modelo de células Caco-2, verificou-se que KPF possui boa permeabilidade
intestinal e que a taxa de transporte é controlada por gradiente de concentracéo
(YANG et al., 2014).
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Amidon et al. classificou insumos farmacéuticos ativos (APIs, do inglés, active
pharmaceutical ingredient) em 4 grupos com base em sua solubilidade e
permeabilidade, conhecido como Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do
inglés, Biopharmaceutics Classification System), sendo uma ferramenta util para a
tomada de decisdo no desenvolvimento de formulagbes do ponto de vista
biofarmacéutico (AMIDON et al.,, 1995). Este flavonoide é classificado como
categoria Il no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, uma vez que possui baixa
solubilidade e alta permeabilidade, tendo a biodisponibilidade oral limitada pela etapa
de dissolucdo (AMIDON et al., 1995; TIAN et al., 2009; MERCADER-ROS et al.,
2010; XIE et al., 2014). O log P (coeficiente de particdo entre a solubilidade em
octanol e agua) do KPF foi calculado em aproximadamente 3,11 (ROTHWELL et al.,
2005).

Mesmo sendo evidente a necessidade de melhorar a biodisponibilidade oral do
kaempferol, pouco se tem investigado no que se refere ao desenvolvimento de
formulagdes orais contendo kaempferol. Na maioria dos estudos, foram desenvolvidas
formulacgdes sélidas contendo extratos vegetais, 0s quais apresentavam kaempferol em
suas composicdes, como Ginkgo biloba (CHEN et al, 2010; WANG et al, 2015),
persimmon leaf (LI et al., 2011), e Hippophae rhamnoides L. (ZHAO et al., 2013;
DUAN et al., 2016). Tzeng et al. (TZENG et al., 2011), com o desenvolvimento de
nanoparticulas, verificou aumento da dissolugdo e melhora na atividade antioxidante
qguando comparado ao kaempferol livre. Zhang et al. (ZHANG, K. et al, 2015) e
Telang et al. (TELANGE et al, 2016) realizaram a complexacdao do kaempferol
com fosfolipidios e ambos demonstraram aumento na solubilidade, dissolugao e
biodisponibilidade oral em ratos.

Dados epidemiologicos sugerem que o alto consumo de alimentos contendo
KPF pode reduzir o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diversos
tipo de céncer, como cancer de pulmdo, pancreas e ovéario (LIN et al., 2007;
NOTHLINGS et al., 2007; CUI et al., 2008; GATES et al., 2009). Entretanto, o
namero relativamente baixo de estudos e a presenca de outros compostos
potencialmente bioativos presentes nos alimentos faz com que esses dados sejam

insuficientes para se ter uma conclusdo sobre a relacdo do consumo e efeito protetor do
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KPF. Diversos estudos experimentais, no entanto, mostram que KPF possui amplas
atividades bioldgicas, envolvendo tanto a prevencdo quanto o tratamento dessas e
outras doencas (CALDERON-MONTANO et al., 2011; RAJENDRAN et al., 2014).

Embora diversos estudos in vitro e pré-clinicos tenham sido realizados com o
KPF, até o presente momento, ndo foram encontrados ensaios clinicos (fases I, 11, 11l e
IV) com o KPF livre. Ensaios clinicos foram desenvolvidos com plantas ou extratos
vegetais que continham KPF ou seus glicosideos em suas composi¢des (VAN
DONGEN et al., 2000; HAUNS et al., 2001; PICON et al., 2010; ATTIA et al., 2012;
BARTON et al., 2013; SALES et al., 2014).

Tanto na sua forma aglicona quanto na de seus glicosideos, o KPF apresenta
atividade antioxidante ndo somente in vitro, mas também in vivo. Diversos
mecanismos para sua acao antioxidante foram relatados, podendo reagir com H,0,,
HOCI, superdxido e 6xido nitrico, prevenir peroxidacado lipidica, inibir enzimas como
Xantina oxidase e aumentar a expressdo ou atividade de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase, catalase e heme oxigenase-1 (CALDERON-MONTANO et al.,
2011; RAJENDRAN et al., 2014; DEVI et al., 2015).

Diversos mecanismos explicam o efeito anti-inflamatério do KPF, como a
inibicdo de TNF-a e IL-1B e expressdo de IL-8. Alem disso, KPF é potente inibidor
das enzimas COX-1 e COX2 (LEE e KIM, 2010; LEE et al., 2010; DEVI et al., 2015).

O KPF induz morte celular em diferentes tecidos neoplasicos (pulmdo, mama,
célon, prostata, figado, pancreas, pele, es6fago, cérebro e ovario) principalmente por
apoptose, e 0s mecanismos envolvidos neste processo estdo sendo elucidados
(CALDERON-MONTANO et al., 2011). KPF também possui acdo antimetastatica em
linhagens de cancer de mama e é capaz de interromper a progressdo do ciclo celular
em células de cancer de colo (CHO e PARK, 2013; LEE et al., 2014; LI et al., 2015).
Outro mecanismo que pode explicar sua acdo antineoplasica é pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (BARVE et al., 2009; CALDERON-MONTANO
etal., 2011).

Em gliomas, além de inibir a invasividade e migracdo das células, o0 KPF induz
apoptose celular através da geracdo de ROS, (SHARMA et al., 2007) sensibiliza

celulas ao TRAIL (tumor necrosis factor—related apoptosis inducing ligand)
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(SIEGELIN et al., 2008), dentre outras vias (JEONG et al., 2009; NAKATSUMA et
al., 2010; SEIBERT et al., 2011).

Kaempferol é capaz de sensibilizar células cancerigenas aos efeitos citotoxicos
de farmacos como doxorrubicina (SHARMA et al., 2007), cisplatina (LUO et al.,
2010), 5-fluorouracil (ZHANG et al., 2008), citarabina (NADOVA et al., 2007),
mitoxantrona e o metabolito ativo do irinotecano (SN-38) (IMAI et al., 2004),
podendo ter aplicagbes clinicas como adjuvante terapéutico no tratamento de
neoplasias. Além disso, KPF causa menos efeitos adversos em comparacdo aos
farmacos antineoplasicos disponiveis (CHEN e CHEN, 2013).

Este flavonoide também € capaz inibir a enzima CYP3A4 do citocromo p-450 e
de inibir o efluxo de farmacos pela glicoproteina P (gp-P) (PATEL et al., 2004).
Estudos avaliaram a prévia administracdo de KPF a administragdo dos antineoplasicos
tamoxifeno e etoposideo e verificaram um aumento da biodisponibilidade destes,
comprovando a inibicdo da gp-P e CYP3A4 pelo KPF (PIAO et al., 2008; LI et al.,
2009).

Ao atingir a circulacdo sistémica, os compostos que atuam como moduladores
da funcéo cerebral precisam atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) para atingir
0 SNC (ALAM et al., 2010). No entanto, a distribuicdo sistémica e a penetragdo
cerebral de flavonoides e seus metabdlitos ainda ndo sdo bem compreendidas. Apenas
um numero limitado de estudos sobre a permeabilidade intestinal e cerebral do KPF
foram publicados. Barrington et al. (2009) mostraram que, nas células Caco-2, o KPF
sofre extenso metabolismo de fase 2, formando conjugados de sulfato e glicuronideo, e
gue apenas uma pequena fracdo de KPF ndo conjugada penetra nas monocamadas de
células Caco-2 (BARRINGTON et al., 2009). Rangel-Orddfiez et al., (2010) relataram
a distribuicéo cerebral em ratos apos a administracéo oral de extrato de Ginkgo biloba,
demonstrando que o KPF é capaz de atravessar a BHE (RANGEL-ORDONEZ et al.,
2010). Recentemente, Yang et al. (2014) e Moradi-Afrapoli et al (2016) relataram a
permeacdo do KPF em modelo de BHE e em células Caco-2 (YANG et al., 2014;
MORADI-AFRAPOLI et al., 2016). Contudo, pouco se sabe sobre os perfis

farmacocinéticos do KPF no cérebro, o que é provavelmente devido a baixa
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quantidade cerebral acumulada de KPF, tendo em vista o efeito protetor da BHE, que
limita a entrada de KPF no tecido cerebral (ZHANG, Q. et al., 2015).
Portanto, é de suma importancia a elaboracdo de estratégias para aumentar a

biodisponibilidade oral, bem como facilitar a entrada do KPF ao SNC.

VIA NASAL

Tradicionalmente, os produtos nasais comercializados sdo para o tratamento
local de doencas das vias respiratorias, como infeccBes, congestdo e alergias na
cavidade nasal. Entretanto, nas Gltimas décadas, um grande interesse nessa via de
administracdo surgiu devido a possibilidade de veiculacdo de fA&rmacos com problemas
de aplicacéo pelas vias usuais (oral, topica ou parenteral), e ao potencial desta via para
0 transporte de farmacos da cavidade nasal diretamente ao SNC, contornando a BHE.
Isto é especialmente de interesse, ndo sO para tratamento de doencas cronicas
neurodegenerativas do SNC, tais como doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer,
cancer, psicose, depressdo, mas também para o tratamento mais rapido de enxaqueca e
dores de cabegca (ROMEO et al., 1998; ILLUM, 2012).

A cavidade nasal humana, representada na Figura 3, é dividida verticalmente,
em quase toda a sua extensao, pelo septo nasal, sendo cada cavidade nasal dividida em
trés regides: o vestibulo nasal, a regido respiratéria e a regido olfatéria (ILLUM,
2000). O vestibulo nasal corresponde a porc¢éo anterior e € constituida por uma area de
0,6 cm?, epitélio escamoso e rico em pelos, com a finalidade de filtracdo do ar durante
a inalacdo. A regifo respiratoria é a maior area superficial com cerca de 130 cm?,
maior grau de vascularizacdo e é a principal regido responsavel pela absorcdo
sistémica através da mucosa nasal. A regido respiratoria inclui trés estruturas: o
corneto superior, médio e inferior. Essas estruturas sdo revestidas com epitélio
respiratorio, composto por células colunares ciliadas e néo ciliadas, células basais e
células globulares, responsaveis pela producdo de muco (células de globet). A mucosa
respiratoria também € rica em células dendriticas importantes para a resposta imune
local. Por fim, a regi&o olfatéria, com uma &rea de aproximadamente 10 cm?, localiza-

se na porcdo superior medial, logo abaixo da placa cribriforme do osso etmoéide que
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separa as duas cavidades nasais do cérebro. A camada epitelial olfativa contém
predominantemente trés tipos de células: células neurais olfativas, células de
sustentacdo e células basais. As células basais sdo as células progenitoras que também
proporcionam suporte mecénico aderindo as outras células. As células neurais
olfativas ou os ax6nios sdo desmielinizados e intercalam-se entre as células de suporte.
Eles se originam no bulbo olfatério no SNC e terminam na superficie apical do epitélio
olfatério. Abaixo das camadas epiteliais olfatorias, encontra-se a lamina prépria, que
contém vasos sanguineos, glandulas secretoras de muco (glandulas de Bowman) e um
suprimento neuronal constituido por feixes de axo6nios olfativos, fibras nervosas
autonémicas e o ramo maxilar do nervo trigémeo. Estes nervos séo responsaveis pelo
transporte de farmacos da cavidade nasal para o0 SNC ao longo da via neural. A
vascularizacdo sanguinea é essencialmente arterial a partir das ramificacbes da
car6tida, evitando, assim, o metabolismo de primeira passagem (ROMEO et al., 1998;
ILLUM, 2000; VYAS et al., 2005; MISRA e KHER, 2012). O "neuroepitelio"
olfativo é a Unica parte do SNC que estd em contato direto com o ambiente externo
(PARDESHI e BELGAMWAR, 2013).

Tanto o epitélio olfatorio quanto o respiratério na cavidade nasal séo fortemente
ligados por junc@es intercelulares que circundam as células epiteliais. O diametro das
tight junction, das células epiteliais nasais possuem entre 3,9 e 8,4 A e, mesmo com o
uso de promotores de absorcdo, o diametro maximo alcancado quando aberto € de 15
nm (COSTANTINO et al., 2007). Assim, obviamente, mesmo gque uma tight junction
esteja aberta, ndo serd permitida a passagem paracelular de nanoparticulas, geralmente
utilizadas na administracdo nasal, com diametro entre 50 e 500 nm (CASETTARI e
ILLUM, 2014).
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Figura 3. Anatomia da cavidade nasal (MISRA e KHER, 2012).

Assim, a via de administragdo nasal vem se mostrando uma importante
alternativa as demais vias de administracdo por diversas raz@es: via ndo invasiva;
entrega direta do farmaco ao cérebro de agentes terapéuticos com baixa ou nenhuma
absorcdo cerebral apos administracdo sistémica, evitando a limitacdo imposta pela
BHE; evita o metabolismo de primeira passagem, que poderia diminuir a por¢éo de
farmaco ativo; possibilidade da utilizacdo de baixas doses com a diminuicdo dos
possiveis efeitos adversos; possibilidade de autoadministracdo. O farmaco consegue
alcancar o cérebro diretamente através da regido olfatéria e/ou ramificagdes do nervo
trigémeo, ou indiretamente, onde a porcdo de farmaco absorvido que atingir a
circulacdo sistémica pode alcancar a regido cerebral se conseguir transpor a BHE
(Figura 4) (ALAM et al., 2010; KOZLOVSKAYA et al., 2014; COMFORT et al.,
2015).
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Figura 4. Vias de direcionamento cerebral apds administracdo nasal. CSF: fuido
cérebro espinhal. Adaptado de (COMFORT et al., 2015).

Apesar das vantagens ja apresentadas da via nasal, ha algumas barreiras que
limitam a absorcdo de farmacos, como o clearance mucociliar, que pode remover o
ativo da cavidade nasal. O muco é uma secrecdo com papel de lubrificacdo e protecéo,
constituida por aproximadamente 95% de agua, 2% de mucina, 1% de sais, 1% de
outras proteinas, tais como albumina, imunoglobulinas, lisozimas e lactoferrina, e
menos de 1% de lipidios. O pH das secre¢cdes mucosas varia de 5,5 a 6,5 em adultos e
5,0 e 6,7 em criancas. Em geral, a camada de muco da cavidade nasal é continuamente
propelida com taxa de fluxo na faixa de 5 a 6 mm/min, sendo totalmente renovada a
cada 15 — 20 min (ILLUM, 2003; MISRA e KHER, 2012; CASETTARI e ILLUM,
2014).

Também existe a possibilidade de degradacdo enzimatica do farmaco pelas
enzimas presentes na cavidade nasal, como isoformas da enzima citocromo P450
(CYP1A, CYP2A e CYP2E), carboxilesterases e glutationas S-transferases. Tal
ocorréncia € descrita como sendo um pseudo efeito de primeira passagem (MISRA e

KHER, 2012).
45



Ainda, a transposicdo de dados experimentais de animais para seres humanos
deve ser tratada com cautela, visto que ha grandes diferencas anatdmicas entre eles. Os
roedores sdo respiradores nasais obrigatdrios, enquanto 0s primatas sao respiradores
oronasais. A cavidade nasal em ratos € mais complexa do que em seres humanos e
possui maior relacdo superficie-volume. Cavidades nasais em camundongos, ratos e
humanos apresentam um volume de 0,032, 0,26 e 25 cm3, respectivamente (VAN
WOENSEL et al., 2013). Kozlovskaya e colaboradores realizaram uma revisao
com publicacdes entre 1970-2014, que abordavam o tema de liberagdo cerebral
através da administragdo intranasal, e verificaram que a maioria dos estudos
foram realizados em ratos (78,4%) ou camundongos (16,2%), seguido por coelhos
(4,1%) e humanos (1,4%) (KOZLOVSKAYA et al.,, 2014).

Pelas limitacBes apresentadas, para aumentar a eficdcia e o potencial de
transporte de farmacos aplicados na cavidade nasal ao cérebro, o desenvolvimento de
formulacBes, como nanoemulsdes, torna-se interessante, visto que elas podem
aumentar a estabilidade do composto ativo frente a possivel degradacdo e até mesmo

oferecer maior especificidade ao tecido alvo.

ADMINISTRACAO INTRANASAL DE NANOEMULSOES

Diversas estratégias vém sendo estudadas para reduzir as limitagdes impostas
pela mucosa nasal e fundamentam-se em aumentar o tempo de permanéncia do
farmaco na cavidade nasal, aumentar sua absorcdo ou modificar sua estrutura para
produzir propriedades fisico-quimicas mais favordveis para a absor¢do nasal. As
principais técnicas incluem inibicdo enzimatica nasal, utilizacdo de promotores de
permeacdo, utilizagdo de pro-farmacos e sistemas de liberacdo, como microparticulas,
nanoparticulas e nanoemulsdes (ALAGUSUNDARAM et al., 2010).

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de nanocarreadores oportunizou a
incorporacao de diversos agentes terapéuticos com limitagdes biofarmacéuticas, como
baixa solubilidade ou alta degradabilidade, e também possibilitou a permeacéo através

de barreiras bioldgicas, mostrando, assim, a potencialidade do emprego da
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nanotecnologia para a liberacdo de farmacos ao cérebro (MODI et al., 2010;
KOZLOVSKAYA e STEPENSKY, 2013).

A absorcdo de farmacos pela mucosa nasal incorporados a nanossistemas pode
ser decorrente da permeacdo do farmaco pela camada de células que compdem a
cavidade nasal, bem como pela entrada das préprias nanoparticulas. O tipo de
revestimento da nanoestrutura tambem pode influenciar na absor¢do, o uso de
quitosana, por exemplo, devido a sua capacidade de abrir as juncbes oclusivas,
favorece a permeacdo dos ativos, bem como aumenta o tempo de permanéncia na
cavidade nasal, devido as propriedades mucoadesivas (CASETTARI e ILLUM, 2014).

Nesse sentido, as nanoemulsdes tem se destacado, pois tem o potencial de
aumentar a absorcdo de farmacos, aumentar a estabilidade da formulacéo e o tempo de
retencédo na cavidade nasal (SOOD et al., 2014).

NanoemulsBes sdo sistemas heterogéneos compostos por goticulas de dleo de
tamanho submicrométrico dispersas em um meio aquoso estabilizadas por tensoativos
(Figura 5). O diametro de goticula geralmente encontra-se entre 50 e 500 nm.
Substéncias de reduzida hidrossolubilidade encontram-se dissolvidas no interior do
nucleo oleoso e/ou adsorvidas na interface dleo/agua das nanoemulsGes. Possuem
maior capacidade de solubilizacdo do que dispersdes micelares simples e maior
estabilidade cinética do que as emulsBes grosseiras (COMFORT et al., 2015; SINGH
etal., 2017).

Fase oleosa interna contendo
farmaco dissolvido

Fase interna, goticulas
oleosas

o/W

Polar Head

L]

Fase externa aquosa

Hydrophobic tail

Figura 5. Estrutura de uma nanoemulsdo. Adaptado de (SINGH et al., 2017).
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Alguns aspectos fisico-quimicos das nanoemulsdes sdo essenciais para a sua
estabilidade superior quando comparados com emulsdes grosseiras. O tamanho das
goticulas da fase dispersa permite que 0s movimentos brownianos e a taxa de difusdo
superem o efeito da forga gravitacional que atua sobre o sistema, conduzindo a uma
reducdo significativa de fendmenos tais como cremacdo, sedimentacdo e floculacéo
durante o armazenamento. As propriedades do sistema também impedem a separagédo
de fases por coalescéncia, uma vez que as goticulas ndo sdo facilmente deforméaveis e
a espessura significativa do tensoativo na superficie das gotas impede a instabilidade
ou a ruptura do filme superficial que as separa. Embora as nanoemulsées tenham alta
estabilidade, estdo sujeitas a um aumento do tamanho das goticulas ao longo do tempo
e, eventualmente, a sua ruptura, através do processo de maturacdo de Ostwald
(TADROS et al., 2004; SOLANS et al., 2005; SINGH et al., 2017).

Nanoemulsdes sdo sistemas de ‘“ndo-equilibrio” e, portanto, ndo podem ser
formadas espontaneamente. Dois métodos principais sdo descritos para sua producéo:
0s métodos de baixa energia e 0s de alta energia. Métodos de baixa energia utilizam as
propriedades fisico-quimicas intrinsecas aos componentes, como auto-emulsificacdo
(emulsificacdo espontanea), inversdo de fase e temperatura de inversdo de fase. Ja 0s
métodos por alta energia requerem equipamentos especificos para gerar intensas forcas
desruptivas, capazes de dispersar a fase oleosa e formar goticulas de tamanho
nanomeétrico, como ultrassons, microfluidizadores e homogeneizadores de alta pressao,
que sdo industrialmente escalonaveis (TADROS et al., 2004; SOLANS et al., 2005;
SINGH et al., 2017).

Portanto, €é importante otimizar as condicdes de emulsificacdo e
homogeneizagdo necessarias para a obtencdo de nanoemulsdes com estabilidade fisica.
A selecdo adequada dos componentes e do método de preparacdo é uma etapa critica
para o desenvolvimento de uma formulacdo estavel e eficiente, devendo-se levar em
consideracéo a via de utilizagdo, solubilidade do farmaco, toxicidade e estabilidade.

Ainda, as nanoemulsbes tém recebido crescente atencdo para novas
aplicacdes,como sistemas de administracdo para a liberacdo controlada de farmacos,
administracdo dirigida de agentes antitumorais e vacinacdo atraves da mucosa

(LOVELYN e ATTAMA, 2011). Elas podem ser utilizadas para administrar farmacos
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hidrofilicos e lipofilicos, e sdo geralmente formula¢bes ndo toxicas e ndo irritantes. De
fato, as nanoemulsdes sdo geralmente fabricadas com baixas concentracdes de
tensoativos que sdo reconhecidos como seguro (Generally Recognized As Safe, GRAS)
para consumo humano pelo FDA (Food and Drug Administration), tornando-0s
seguros para a administracdo enteral e através das mucosas (COMFORT et al., 2015).

Além disso, as nanoemulsdes apresentam grande area superficial e elevada
energia livre, assegurando maior e mais rapida permeacdo de farmacos atraves das
barreiras de absorcdo (epitélio intestinal, pele e superficies mucosas).
Consequentemente, hd aumento da biodisponibilidade, ndo somente para farmacos
pouco soluveis em agua, mas também de peptideos e proteinas. Outra vantagem das
nanoemulsdes € a protecdo contra a hidrolise e a oxidacdo proporcionada pela
encapsulacdo do farmaco nas goticulas dispersas (LU et al., 2012; COMFORT et al.,
2015).

Diversos estudos descrevem a utilizacdo de nanoemulsdes para uso intranasal
com objetivo de tratamento em desordens cerebrais, como nanoemulsdes contendo
risperidona, onde obteve-se um maior transporte e maior alcance do farmaco ao
cérebro pela via de administracdo intranasal em ratos quando comparada a via
intravenosa (KUMAR, MISRA, BABBAR, et al.,, 2008). Resultados promissores
também foram observados em estudos com tramadol (LALANI et al., 2014),
nitrendipino (JAIN e PATRAVALE, 2009), curcumina (SOOD et al.,, 2014),
sumatriptano (VYAS et al., 2006), olanzapina (KUMAR, MISRA, MISHRA, et al.,
2008), saquinavir (MAHAJAN et al., 2014), amilorida (JAIN et al., 2011), tacrina
(JOGANI et al.,, 2008), zaleplon (HOSNY e BANJAR, 2013) e zidrasidona
(BAHADUR e PATHAK, 2012). Notadamente, na maioria destes estudos, utilizou-se
algum agente mucoadesivo, como a quitosana, e verificou-se que estes eram mais
eficazes que as nanoemulsdes simples para a liberacdo no SNC.

Apesar das vantagens da via nasal, ha algumas barreiras que limitam a absor¢éo
de farmacos, como o mecanismo de depuracdo mucociliar que pode remover
imediatamente a formulacdo da cavidade nasal, além da baixa permeabilidade do seu

epitélio que dificulta a absorcdo de farmacos polares ou de alto peso molecular
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(ILLUM, 2003; MAINARDES et al., 2006). Uma estratégia para vencer estas barreiras
€ 0 emprego de sistemas mucoadesivos.

Quitosana é um polissacarideo derivado da desacetilacdo da quitina, originaria
em sua maioria de conchas de crustaceos. Compreende unidades ordenadas
aleatoriamente de 2-acetamida-2-desoxi-p-D-glucopiranose (GICNAc) e 2-amino-2-
desoxi-p-D-glicopiranose (GIcN) (Figura 6) (CASETTARI e ILLUM, 2014).

Figura 6. Estrutura quimica da quitosana (CASETTARI e ILLUM, 2014).

Esta substancia contém aminas primarias, as quais se encontram positivamente
carregadas na maioria dos fluidos fisioldgico, sendo um dos polimeros mais estudados
no campo da administragdo de farmaco atraves das mucosas (BERNKOP-
SCHNURCH e DUNNHAUPT, 2012).

Quitosana é biocompativel, biodegradavel (reconhecida como uma substancia
segura, GRAS) e apresenta propriedades mucoadesivas. Na administracdo intranasal, a
utilizacdo de quitosana na formulagdo aumenta o tempo de permanéncia na cavidade
nasal. Além disso, tem a propriedade de abrir transientemente as tight junctions do
epitélio, aumentando assim a permeabilidade de farmacos pela mucosa. (VAN
WOENSEL et al., 2013; CASETTARI e ILLUM, 2014). No pH fisioldgico, a
quitosana é capaz de interagir eletrostaticamente através dos Seus grupos amino
positivamente carregados, com &cido sialico e ésteres sulfatados, que apresentam carga
negativa, presentes na camada de muco da mucosa nasal (KHUTORYANSKIY,
2011).

Sood e colaboradores (2014) relataram a utilizacdo de quitosana em

nanoemulsdes contendo curcumina para administracdo intranasal. As formulagdes
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desenvolvidas ndo apresentaram toxicidade e a adicdo de quitosana a nanoemulsdo
acarretou maior fluxo e permeacdo através da mucosa nasal (SOOD et al., 2014).
Kumar e colabodores (2008) demonstraram que 0s niveis de risperidona no
cérebro de ratos foram significativamente maiores em todos os tempos de analise apds
administracdo intranasal de nanoemulsdo contendo quitosana, em comparacdo a
nanoemulsdo sem agente mucoadesivo (KUMAR, MISRA, BABBAR, et al., 2008).
Resultados similares também foram encontrados pelo mesmo grupo de pesquisa com
nanoemulsdes contendo olanzapina (KUMAR, MISRA, MISHRA, et al., 2008).

GLIOMAS

Os gliomas séo os tumores primarios mais comuns e devastadores do sistema
nervoso central (SNC) em adultos, correspondendo a cerca de 80% de todos o0s
tumores desse sistema (SATHORNSUMETEE et al., 2007). Gliomas foram descritos
pela primeira vez por Virchou (1863-1865) como um enorme tumor cerebral,
normalmente com lenta evolucdo clinica e sem limitacdo em relacdo ao tecido nédo
tumoral (SCHERER, 1940). Sua incidéncia € maior em homens caucasianos com
idade superior a 40 anos (PREUSSER et al., 2006; OSTROM et al., 2014). Em estudo
analisado entre 2005 e 2009 nos Estados Unidos, os gliomas apresentaram incidéncia
anual de 5,26 para cada 100.000 habitantes (DOLECEK et al., 2012).

Historicamente, os gliomas foram classificados pela semelhanca morfolégica
em relacdo as células gliais, sugerindo que astrocitomas, por exemplo, tenham se
originado de astrécitos ou de precursores astrociticos. Nesse sentido, a Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) classificou os gliomas em astrocitomas (grau | a 1V),
oligodendrogliomas (grau Il e 111), e oligoastrocitomas (grau Il e 111), sendo os gliomas
de origem astrocitica classificados em quatro graus de malignidade (LOUIS et al.,
2007):

e Grau I: astrocitoma pilocitico, acometem principalmente criangas entre 5

e 15 anos, apresentam baixa capacidade invasiva e sdo facilmente removidos

por resseccao cirurgica;
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e Grau IlI: astrocitoma de baixo grau, crescem de forma lenta, podendo ou
ndo invadir o tecido cerebral normal adjacente;

e Grau IlI: astrocitoma anaplasico, sdo tumores recorrentes de neoplasias
de baixo grau, apresentando uma taxa de crescimento maior e capacidade de
invasao do tecido cerebral normal adjacente. Apresentam alta probabilidade de
recorréncia apos o tratamento;

e Grau IV: glioblastoma multiforme (GBM), forma mais agressiva dos

gliomas, alto grau de malignidade e alta capacidade de invasdo.

O padrdo atual de tratamento para pacientes com diagnéstico de GBM é
tratamento com corticosteroides, resseccdo cirurgica seguida de radioterapia e
quimioterapia com o agente alquilante temozolomida (Temodal®). O progndstico é
péssimo, pois mesmo com o tratamento preconizado, a sobrevida do paciente é de 14,6
meses desde o diagnostico (ROBINS et al., 2009; VAN WOENSEL et al., 2013).
Estas estatisticas fazem com que os gliomas estejam entre as formas mais mortais de
cancer. A baixa sobrevida dos pacientes com esse tipo de tumor, altamente invasivo,
esta relacionada, principalmente a alta taxa de recorréncia, ainda inevitavel quando
emprega-se terapias convencionais (LOUIS et al., 2007). Apesar de pesquisa intensiva
e uma variedade de quimioterapias, radioterapias e abordagens cirdrgicas, o
prognostico para 0s pacientes com estes tumores ndo mudou significativamente nas
ultimas décadas.

A falha na terapia quimioterapica se deve principalmente a natureza infiltrante,
heterogeneidade celular e molecular, auséncia de especificidade terapéutica de
farmacos citotdxicos, quimiorresisténcia intrinseca e a barreira hematoencefalica
(BHE), que limita a entrada dos quimioterapicos no SNC (VAN MEIR et al., 2010;
LIU et al., 2014). A BHE é normalmente apenas permeavel a moléculas lipofilicas,
com um peso molecular (Mw) inferior a 600 Dalton (Da) e o LogP, estimado em 1,5-
2,7 para um transporte eficiente sobre a BHE (ILLUM, 2000; PAJOUHESH e LENZ,
2005).

Além da limitacdo imposta pela BHE, mecanismos de resisténcia a multidrogas

estdo presentes como, por exemplo, a glicoproteina-P, que reduz a passagem de
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farmacos pelas células endoteliais que compéem a BHE, diminuindo também o
acumulo de farmacos nas células tumorais pelo efluxo para o meio extracelular,
limitando assim a eficacia terapéutica (SZAKACS et al., 2006).

Tendo em vista 0 péssimo prognéstico para os pacientes com glioblastoma e 0s
poucos avangos significativos da terapéutica nas Ultimas décadas, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. A administracdo de farmacos ao
SNC através da via intranasal proporciona uma alternativa promissora aos métodos
tradicionais e invasivos, permitindo que os farmacos contornem a BHE,
proporcionando uma distribuicdo direta e rdpida ao cérebro e reducdo dos efeitos
secundarios sisttmicos (DHURIA et al., 2010).

Considerando as vantagens da administracdo intranasal para a entrega de
farmacos ao cérebro, diversos estudos foram feitos com vistas ao tratamento de
glioblastoma, utilizando substancias como metotrexato (SHINGAKI et al., 2010),
temozolamida (LI et al., 2014), curcumina (SHINDE e DEVARAJAN, 2017), inibidor
da telomerase GRN163 (HASHIZUME et al., 2008), parvovirus H-1 (KIPRIANOVA
et al., 2011), células tronco neurais (REITZ et al., 2012), alcool perilico (DA
FONSECA et al., 2011), dentre outros.

Nesse contexto, o desenvolvimento de uma nanoemulsdo contendo quitosana
para uso intranasal visando a liberacdo de farmacos no SNC torna-se interessante. A
veiculacdo inédita de KPF nesse sistema mostra-se promissora para o avancgo do estado

da arte no que se refere ao tratamento de glioblastoma multiforme.

ADMINISTRACAO ORAL DE DISPERSOES SOLIDAS

A administracdo de farmacos por via oral € a via mais utilizada devido a
facilidade de administracdo e alta adesé@o ao tratamento pelo paciente. Devido a maior
estabilidade, menor volume, dosagem precisa e facil producdo, as formas
farmacéuticas orais solidas apresentam muitas vantagens em relacdo a outros tipos de
formas de dosagem oral (VASCONCELOS et al., 2007). Quando uma farmaco €
administrado por via oral, ele deve atravessar certos pontos de controle, o que varia de
farmaco para farmaco, dentro do sistema bioldgico, incluindo dissolucdo em fluidos

gastrointestinais, permeacdo através da membrana do intestino, metabolismo de
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primeira passagem, para entdo finalmente chegar ao seu local de acéo via circulagdo
sisttmica (CHARMAN e CHARMAN, 2002).

A baixa taxa de dissolucdo e solubilidade aquosa de moléculas
farmacologicamente ativas é um de desafios no desenvolvimento farmacéutico e esta
se tornando mais comum entre 0s novos candidatos a farmacos nas uUltimas decadas
devido ao uso de ferramentas de triagem de alto rendimento e combinagdo durante a
descoberta e fase de selecdo (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI et al., 2001).

De acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica um composto €é
pouco soluvel se a dosagem mais alta ndo for solivel em 250 mL de meio aquoso nas
faixas de pH 1-7,5 a 37°C (FDA, 2000). Estes compostos pertencem principalmente a
Classe I, que sdo pouco solluveis e altamente permeaveis de acordo com o pH do
fluido gastrointestinal, e tendem a apresentar absorcdo limitada pela dissolucdo
(KAWABATA et al., 2011). Apesar de sua alta permeabilidade, esses farmacos
frequentemente apresentam baixa biodisponibilidade oral devido a sua lenta e limitada
liberacdo no liquido gastrintestinal (VO et al., 2013).

Neste contexto, varias abordagens (fisicas, quimicas e farmacotécnicas) para
superar a baixa solubilidade aquosa de farmacos ou de candidatos a farmacos sdo
empregadas (VASCONCELOS et al., 2016). Abordagens quimicas compreendem
modificacdo molecular na estrutura do farmaco, como a inclusdo de grupos polares ou
ionizaveis, resultando na formacdo de um pré-farmaco e que podem apresentar
diferente poténcia e perfil farmacocinético (VASCONCELOS et al., 2007; SEO et al.,
2015). Outros exemplos incluem a formacéo de sais e co-cristais, mas sua aplicacao é
muito restrita. Os sais sdo Vvidveis apenas para acidos fracos ou bases, e co-cristais
geralmente ndo aumentam suficientemente a solubilidade do farmaco in vivo
(SARKAR e ROHANI, 2015). O principio basico por tras de todas as abordagens
fisicas € aumentar a area de superficie de contato através da reducdo do tamanho das
particulas, resultando em cristais de tamanho micro ou nanométricos. A viabilidade
desta abordagem nem sempre € adequada, uma vez que a reducdo tamanho do
particula acontece em torno de 2-5 um, o que frequentemente nédo é o suficiente para
melhorar consideravelmente a solubilidade da farmaco. Além disso, apresenta

limitacGes técnicas quanto ao controle granulométrico (VASCONCELOS et al., 2007;
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GOUTHAMI et al., 2015). Por fim, estratégias farmacotécnicas consistem na
producéo de sistemas liquidos ou sélidos baseados em veiculos lipidicos, poliméricos
e/ou tensoativos (VASCONCELOS et al., 2016). Neste contexto, diversas formulacoes
sd0 empregadas, como complexacdo com ciclodextrinas, nanoemulsoes,
nanoparticulas lipidicas e dispersdes sélidas (DS). Dentre essas, DS sdo consideradas
uma das estratégias mais bem sucedidas para melhorar o perfil de dissolucdo de
moléculas pouco solaveis (VO et al., 2013).

O conceito de "dispersdes soélidas" foi proposto pela primeira vez por
Sekiguchie Obi, onde foi observado que misturas eutéticas melhoraram a taxa de
liberacdo de farmacos pouco sollveis em agua (SEKIGUCHI et al., 1964). Desde
entdo, diferentes técnicas e carreadores vem sendo estudados. Convencionalmente, DS
sdo definidas como "dispersdo de um ou mais insumo farmacéutico ativo (API)
dispersos em uma matriz inerte". O principio desta técnica consiste em dispersar o API
hidrofobico em um carreador hidrofilico, resultando no aumento da molhabilidade,
diminuicdo do tamanho de particula e/ou geracdo de forma amorfa do APl com alta
solubilidade aquosa aparente. Carreadores usados em dispersdes sélidas normalmente
sdo farmacologicamente inertes e podem interagir com o API por ligaces fisicas
fracas, como ligagcbes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacOes
eletrostaticas para formar um complexo mais solGvel e, portanto, melhorar a
solubilidade aquosa e, desse modo, a dissolucdo e biodisponibilidade oral do API
(MENG et al., 2015).

Dispersoes solidas foram pela primeira vez classificadas por Chiou e Riegelman
que classificaram-nas em seis grupos: misturas eutéticas simples, solucdes solidas,
solucdes vitreas, suspensdes vitreas, precipitagdes amorfas em carreador cristalino,
formacdo de complexa e combinagbes dos cinco tipos anteriores (CHIOU e
RIEGELMAN, 1971). Vasconcelos et al. (2007) classificaram-nas em trés geracdes
(VASCONCELOS et al., 2007), e, posteriormente, Vo et al. (2013), acrescentaram a
esta classificacdo, dispersdes solidas de liberacdo controlada, sendo a quarta geracao
(VO et al., 2013). A figura 7 ilustra a classificacdo das dispersfes solidas nas quatro

geracoes.
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Figura 7. Composicéo e propriedades das quatro geracGes de dispersdes solidas.
CC: carreador cristalino; CA: carreador amorfo; PS: polimero surfactante; PIA:
polimero insolivel em &gua; PIl: polimero intumescente; SF:. surfactante. |:

diminuigdo; 7: aumento. Adaptado de VO et al. (2013).

A primeira geracdo é composta por dispersdes solidas cristalinas, onde o
farmaco no estado cristalino é disperso em carreador também no estado cristalino,
formando uma mistura eutética ou monotética. Em sistemas eutéticos, o farmaco e o
carreador sdo completamente misciveis no estado fundido e, apoOs resfriamento,
formam uma mistura com ponto de fusdo inferior aquele do farmaco ou carreador. J&
em sistemas monotéticos, o ponto de fusdo do carreador e do farmaco sdo constantes
(VO et al., 2013). Os carreadores cristalinos incluem ureia e actcares, como manitol,
que foram os primeiros carreadores a serem empregados em dispersdes solidas. Eles
ttm a desvantagem de formar dispersdes solidas cristalinas, mais estaveis
termodinamicamente, e assim, ndo liberaram o farmaco tdo rapidamente quanto 0s
carreadores amorfos (VASCONCELOS et al., 2007; MISHRA et al., 2015).

A segunda geracdo contem carreadores amorfos, geralmente polimeros, e
formam dispersbes solidas amorfas. As dispersbes solidas amorfas podem ser
classificadas em solucdes solidas amorfas (solucdes vitreas) e suspensdes sélidas

amorfas de acordo com o estado fisico do farmaco. Na solucdo sélida amorfa, o
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farmaco e o carreador amorfo sdo completamente misciveis para formar uma mistura
molecularmente homogénea, enquanto que a suspensdo sélida amorfa consiste em
duas fases separadas. Suspensdes solidas amorfas sdo formadas quando o farmaco tem
solubilidade limitada no carreador ou um ponto de fusdo extremamente alto. Os
principais polimeros utilizados nessa classe sdo polimeros totalmente sintéticos, como
povidona (PVP), polietilenoglicdis (PEG) e polimetacrilatos; polimeros naturais como
os derivados de celulose, como hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
hidroxipropilcelulose (HPC) (VO et al., 2013; MISHRA et al.,, 2015). Na DS de
segunda geracdo, o farmaco esta finamente disperso (a nivel molecular, estado amorfo
OuU em pequenos cristais), e estd no estado supersaturado devido a solubilizacéo
forcada no carreador, aumentando, assim, a molhabilidade e dispersibilidade do
farmaco. Estas propriedades, juntamente com a taxa de dissolucéo rapida do carreador
(baixa estabilidade termodinédmica), aumentam a solubilidade e a taxa de liberacdo do
farmaco (VO et al., 2013).

A dispers0es solidas de terceira geracdo sao compostas por uma combinacgéo de
carreadores amorfos e, preferencialmente, por uma combinacdo de carreadores
amorfos e tensoativos. A introducdo de tensoativos ou emulsionantes em dispersoes
solidas melhora ndo apenas o perfil de dissolucdo, mas também a estabilidade fisica e
quimica do farmaco. Os tensoativos com estrutura anfifilica podem aumentar a
miscibilidade dos farmacos e carreadores e, assim, reduzir a taxa de recristalizacdo do
farmaco. Além disso, sdo capazes de melhorar a molhabilidade dos farmacos e
prevenir a precipitacdo do farmaco devido a supersaturacdo, absorvendo a camada
externa das particulas do farmaco ou formando micelas para encapsular os farmacos.
Os carreadores mais utilizados incluem poloxamer, gelucire 44/14, compritol 888
ATO e Soluplus®. Tensoativos, como o lauril sulfato de sédio (SLS), Tween 80 sdo
utilizados como aditivos em dispersdes sélidas (VO et al., 2013; MISHRA et al.,
2015).

Por fim, a dispersdo solida de quarta geracdo € uma dispersédo solida de
liberacdo controlada contendo farmacos pouco solUveis em dgua com uma meia-vida
curta. Este tipo de dispersdo possui dois alvos, aumento da solubilidade e liberagéo

prolongada de maneira controlada, a qual é oferecida pelo emprego de polimeros
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insoliveis ou que dissolvem lentamente em agua ou polimeros intumeciveis, como
Eudragit® (RS, RL), oxido de polietileno (PEO) e polimero carboxivinilico
(Carbopol) (VO et al., 2013).

As duas principais técnicas empregadas para preparar dispersdes sdlidas
atualmente séo os metodos de fuséo e de evaporacédo do solvente. No método de fusdo,
o farmaco e o carreador sdo fundidos em um temperatura acima do ponto de fuséo e,
em seguida, resfriado. Um pré-requisito importante para este método é que o farmaco
e o carreador devem ser misciveis e termoestaveis (LEUNER, C. e DRESSMAN, J.,
2000). Tachibana e Nakumura (1965) foram os primeiros a dissolver o f&rmaco e o
carreador num solvente comum e depois evaporar o solvente para produzir uma
dispersdo solida (TACHIBANA e NAKAMURA, 1965). O principal pré-requisito é
que tanto o carreador quanto o farmaco devem ser sollveis no solvente empregado.
Nesse método, a decomposicdo de farmacos termoldbeis pode ser evitada, pois a
evaporacdo do solvente organico ocorre em baixas temperaturas. Contudo, possui a
desvantagem de empregar solventes organicos (VASCONCELOS et al., 2016).

Apesar do alto interesse na pesquisa, 0 numero de dispersdes solidas
comercializadas ainda € baixo. Este baixo numero deve-se principalmente ao
escalonamento para escala industrial, problemas e instabilidade fisico-quimica durante
a producdo e armazenamento, como separacdo de fases e recristalizagédo (VO et al.,
2013). Na tabela 1 estdo apresentados alguns exemplos de dispersbes soélidas

disponiveis no mercado atualmente.
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Tabela 1. Exemplos de dispersdes sélidas disponiveis comercialmente.

Nome Farmaco Carreador Ano de aprovacao
Cesamet® Nabilone PVP 1985 (FDA)
Sporanox® Itraconazol HPMC 1992 (FDA)
Prograf® Tacrolimus HPMC 1994 (FDA/MHRA)
Gris-PEG® Griseofulvina PEG 2000 (FDA)
Crestor® Rosuvastatina HPMC 2004 (EMA)

2002 (FDA)
Cymbalta® Duloxetine HPMCAS 2004 (EMA/FDA)
Kaletra® Lopinavir/ PVP-VA 2005 (FDA)

Ritonavir 2001(EMA)

Fenoglide® Fenofibrato PEG/Polaxamer188 2010 (FDA)
Novir® Ritonavir PVP-VA 2010 (FDA)

2009 (EMA)
Zelboraf® Vemurafenib HPMCAS 2012 (EMA)

2011 (FDA)
Viekira® Ombitasvir/ PVP-VA/TPGS 2014 (EMA/FDA)
(EUA)/ Paritaprevir/
Viekirax® (UE) Ritonavir
Orkambi® Lumacaftor/lvacaftor HPMCAS/SLS 2015 (EMA/FDA)
HPMC: hidroxipropilmetilcelulose; HPMCAS: succinato do acetato de

hidroxipropilmetilcelulose; PEG: polietilenoglicol; PVP: polivinilpirrolidona; PVP-
VA: polivinilpirrolidona vinil acetato; SLS: Lauril sulfato de sbédio; TPGS:
succinato de d- alfa tocoferol polietilenoglicol 1000 EUA: Estados Unidos; UE: Unido
Europeia; EMA: European Medicines Agency; FDA: Food and Drug Administration;
MHRA: Medicines and Health Products Regulatory Agency.

Fonte: VASCONCELOQOS et al (2016).

A utilizacdo de formulagdes a base de dispersdes solidas de flavonoides vem
sendo empregada a fim de aumentar a solubilidade, dissolugéo e/ou biodisponibilidade
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destas moléculas. Khan et. al (2015) desenvolveram dispersdes solidas contendo
naringenina e Soluplus® e demonstraram aumento significativo da solubilidade do
flavonoide, bem como melhora no perfil de dissolucdo e aumento significativo da ASC
(4rea sob a curva) em estudos farmacocinéticos em comparacdo a naringenina livre
(KHAN et al., 2015). Kakran. e Sahoo (2011) realizaram a comparacdo de diferentes
estratégias (complexacdo com ciclodextrinas, nanoparticulas e dispersdes solidas) para
melhorar a dissolucdo da quercetina e verificaram que na menor concentragdo de
carreadores, as dispersdes solidas apresentaram melhor dissolu¢do do que as demais
estratégias, entretanto em maior concentracdo, ndo houve diferenca significativa no
perfil de dissolucdo das trés formulacdes (KAKRAN et al.,, 2011). Kanaze et al.
(2006) desenvolveram dispersdes solidas de polivinilpirrolidona (PVP) e
polietilenoglicol (PEG) com os glicosideos naringina e hesperidina, e suas agliconas,
naringenina e hesperetina, pelo método de evaporacdo por solvente e a dissolugédo
destes atingiu 100% apos 2 h usando PVP como carreador, enquanto no caso do PEG,
o valor foi um pouco menor. Além disso, verificaram atraves de espectros de FTIR,
presenca de ligagdes de hidrogénio entre grupos carbonila do PVP com grupos
hidroxila de ambas agliconas, as quais impedem a cristalizacdo, ja com o emprego do
PEG, tanto glicosideos quanto agliconas permaneceram principalmente na forma
cristalina (KANAZE et al., 2006).

Uma revisdo completa sobre a utilizacido de dispersdes contendo
flavonoides encontra-se no capitulo I, artigo I, da presente tese.

Uma vez que o preparo de dispersdes sélidas tem contribuido para gerar
resultados promissores na biodisponibilidade de muitos flavonoides, torna-se
interessante o desenvolvimento de dispersdes sélidas contendo kaempferol,

tendo-se em vista sua baixa hidrossolubilidade e baixa biodisponibilidade oral.
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CAPITULO I

Desenvolvimento de nanoemulsdes contendo kaempferol para administracao

intranasal e avaliacdo da atividade citotdxica em glioma






O Capitulo I é constituido por dois artigos cientificos publicados, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre

as paginas 65 — 125.

Colombo, M., de Lima Melchiades, G., Figueiro, F., Battastini, A. M. O., Teixeira, H.
F., & Koester, L. S. (2017). Validation of an HPLC-UV method for analysis of
Kaempferol-loaded nanoemulsion and its application to in vitro and in vivo
tests. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis, 145, 831-837.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2017.07.046

Colombo, M., Figueiro, F., de Fraga Dias, A., Teixeira, H. F., Battastini, A. M. O., &
Koester, L. S. (2018). Kaempferol-loaded mucoadhesive nanoemulsion for intranasal
administration  reduces glioma growth in vitro. International journal of
pharmaceutics, 543(1-2), 214-223. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2018.03.055
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CAPITULO II

Desenvolvimento de dispersdes sélidas contendo kaempferol para administracéo

oral






O texto completo do capitulo I, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 131 — 205, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em periodico cientifico, onde
uma revisao sistemética foi realizada sobre a utilizacdo de dispersdes solidas como
estratégia para melhorar o perfil de dissolucdo e biodisponibilidade de flavonoides; e

de um artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo.

Colombo, M., de Lima Melchiades, G., Michels, L.R. Figueiro, F., Bassani, V.L.,
Teixeira, H. F., & Koester, L. S. (2017). Solid Dispersion of Kaempferol: Formulation
Development, Characterization, and Oral Bioavailability Assessment. AAPS
PharmSciTech (2019) 20: 106. https://doi.org/10.1208/s12249-019-1318-y

solubility, dissolution, bioavailability.
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A baixa expectativa de vida dos pacientes diagnosticados com GBM esta
diretamente relacionada a falha da quimioterapia convencional (ALIFIERIS e
TRAFALLIS, 2015). A baixa resposta a terapia se deve principalmente a natureza
infiltrante, auséncia de especificidade terapéutica e a presenca da BHE, que limita a
entrada dos quimioterapicos no SNC (VAN MEIR et al., 2010; LIU et al., 2014).
Ainda, existem mecanismos de resisténcia a multidrogas como, por exemplo, a acdo da
glicoproteina-P que reduz a passagem de farmacos pelas células endoteliais que
compde a BHE e também diminui o acimulo de farmacos dentro das células tumorais
pelo efluxo para o meio extracelular, com consequente diminuicdo da eficacia
terapéutica (SZAKACS et al., 2006).

Neste contexto, buscam-se estratégias capazes de aumentar a biodisponibilidade
dos quimioterapicos no SNC, onde se destaca a via de administracdo intranasal, bem
como a utilizacdo sistemas nanoestruturados de liberacdo de farmacos.

O capitulo | da presente tese teve como premissa o fato de o KPF ter atividade
contra linhagens celulares de glioma ja descrita na literatura (SHARMA et al., 2007;
JEONG et al., 2009; NAKATSUMA et al., 2010; SEIBERT et al., 2011). Entretanto,
as baixas hidrossolubilidade e biodisponibilidade do KPF limitam sua utilizacéo
terapéutica (BARVE et al., 2009). O desenvolvimento de formas farmacéuticas para
melhorar tais caracteristicas torna-se fundamental para que este flavonoide possa ser
um candidato quimioterapico para o tratamento de glioblastoma. Assim, buscou-se
investigar o efeito de sua veiculagdo em nanoemulsBes, ja que sistemas
nanoestruturados estdo atraindo cada vez mais atencéo para tratamento de neoplasias,
bem como sua administracédo intranasal.

Os metodos analiticos, empregados para a determinacdo quantitativa de
farmacos em amostras biologicas e em formas farmacéuticas, podem influenciar a
avaliacdo e interpretacdo dos resultados do desenvolvimento e controle de qualidade
da forma farmacéutica, bem como dos dados farmacocinéticos. Portanto, é essencial
empregar métodos analiticos validados, seguindo os guias de validagdo internacionais,
para a obtencdo de resultados confiaveis (FDA, 1994; ICH, 2005; EMA, 2011; FDA,
2013).
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Neste contexto, o primeiro passo para a elaboracéo dessa tese foi a validacdo da
metodologia analitica e bioanalitica. No capitulo I, artigo I, desenvolveu-se um método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, que requer apenas um sistema de solvente
binério, contendo agua acidificada e metanol, além de fornecer um rapido tempo de
analise. Inicialmente, realizou-se a validacdo analitica em cada tipo de amostra onde o0
KPF seria quantificado, ou seja, nanoemulsdo, mucosa nasal suina e fluido receptor
nos experimentos de permeacdo/retencdo, e cérebros de ratos para o estudo preliminar
de biodistribuicéo cerebral. Como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 1
(Capitulo 1, artigo 1), os componentes das matrizes ndo afetaram a quantificacdo do
KPF. Além disso, 0 método demonstrou ser linear, preciso, exato e robusto, obteve-se
baixos limites de quantificacdo (0,1 a 0,2 pg/mL), demonstrando a sensibilidade do
método. Por fim, verificou-se a aplicabilidade do método nos experimentos de
permeacdo/retencdo bem como de quantificacdo do KPF em cérebros de ratos apds
administracdo intranasal. Assim, garante-se que o método cumpriu todos 0s requisitos
de validacdo analitica e bioanalitica do guias internacionais ja citados e se mostrou
adequado para a consecucao para os estudos subsequentes.

O interesse da veiculacdo de polifenois em nanoparticulas para a liberacéo
cerebral ap6s administracdo intranasal € recente e crescente, como em estudos com
rutina (AHMAD et al., 2016), quercetina (AHMAD et al., 2017), curcumina (WANG
et al., 2012; SOOD et al.,, 2014; SHINDE e DEVARAJAN, 2017), resveratrol
(PANGENI et al., 2014), associacdo de curcumina e resveratrol (NASR, 2016),
prépolis (RASSU et al., 2015) e acido rosmarinico (BHATT et al., 2015). Entretanto,
até o inicio do desenvolvimento da presente tese, ndo haviam sido descritos na
literatura estudos que avaliassem a liberacdo de KPF pela via intranasal, seja livre ou
veiculado em um nanocarreador.

Em sequéncia, foram desenvolvidas duas nanoemulsGes, uma sem agente
mucoadesivo (KPF-NE) e outra contendo quitosana (KPF-MNE). Para a escolha da
composicdo da nanoemulsdo de partida, um planejamento Box-Behnken com trés
fatores e trés niveis foi realizado através do Software Minitab® 16. As varidveis de
entrada (independentes) foram: concentracdo de lecitina de ovo (2, 3,5 e 5%),

triglicerideos de cadeia média (8, 14 e 20%) e polissorbato 80 (1, 2 e 3%) (Tabela 1
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em Anexo). As varidveis de resposta analisadas (dependentes) foram tamanho de
goticula, indice de polidispersdo, potencial zeta e teor de KPF. Na totalidade, quinze
formulagGes foram desenvolvidas e analisadas (Tabela 2 em Anexo). Por meio da
otimizacdo da formulacdo dada pelo software, a composicdo final da formulacéo foi
5% de lecitina de ovo, 14,88% de triglicerideos de cadeia média e 1% de polissorbato
80 (Figura 1 em Anexo). Entretanto, optou-se por ndo adicionar essa etapa de
otimizacdo do trabalho ao artigo Il do Capitulo I, pois ao realizarmos a analise
estatistica dos resultados, somente a variavel polissorbato 80 em relacdo ao indice de
polidispersao foi significativa (Figura 1 em Anexo). A partir disso, conclui-se que
dentre as variacOes que testamos, todas levaram ao mesmo resultado estatisticamente.
Apos a escolha da composicdo da nanoemulsdo, realizou-se a adicdo da quitosana e
assim obteve-se a nanoemulsdao mucoadesiva (KPF-MNE).

Devido as  caracteristicas  versateis, como  biocompatibilidade,
biodegradabilidade, propriedades bioadesivas e aumento da permeabilidade da
membrana celular tanto in vitro e in vivo, a quitosana € um polimero mucoadesivo
amplamente utilizado em formulagdes intranasais (CASETTARI e ILLUM, 2014).

Ambas as formulacGes apresentaram tamanho de goticula nanométrico e
populacdo monodispersa. Como esperado, a adicdo de quitosana a NE, possibilitou
reverter o potencial zeta, tornando-o positivo (+26,09 * 2,67), bem como foi
observado um aumento do diametro de goticula em cerca de 35 nm, podendo-se inferir
que houve adsorcdo da quitosana a superficie da goticula (Capitulo I, artigo 11, Tabela
1). Além disso, ambas as formulagdes preservaram o potencial antioxidante quando
comparado ao KPF em solucéo.

Os demais resultados de caracterizagdo mostraram a superioridade da
formulagdo mucoadesiva com vistas a administracdo intranasal. Nos estudos de
permeacdo/retencdo, observou-se maior permeacao e retencdo do KPF (p < 0,0001) na
mucosa quando veiculado a MNE em comparagdo ao KPF livre ou veiculado a NE
(Tabela 2, Capitulo 1, artigo IlI). Esse aumento de KPF permeado foi de
aproximadamente 5 e 10 vezes em relacdo a KPF-NE e KPF livre, respectivamente. Ja
para o KPF retido na mucosa, 0 aumento de KPF quando veiculado por MNE foi de

aproximadamente 2 vezes tanto para NE quanto para KPF livre, podendo, portanto,
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exercer funcdo de reservatorio. O aumento da permeacéo devido a adicdo de quitosana
na formulacdo também foi obervado em outros trabalhos ao comparar com a
nanoemulsdo correspondente sem adicdo de quitosana (KUMAR et al., 2009; SOOD
et al., 2014).

Quitosana j& € sabidamente conhecida por ser promotora de permeacédo e de
mucoadesdo (CASETTARI e ILLUM, 2014). Entretanto, em experimentos de células
do tipo Franz, fica evidente somente a promogdo de permeacdo. Neste aparato, a
questdo da mucoadesdo torna-se irrelevante, uma vez que as formulacdes ficam em
contato com a mucosa durante todo experimento ou até toda formulacdo passar ao
compartimento receptor e/ou ficar retida na propria mucosa, sem a ac¢do do clereance
mucociliar.

Como parametro preditor da mucoadesividade do nanocarreador proposto,
foram determinados a forca e o trabalho de mucoadeséo, ou seja, a forca maxima
requerida para separar a formulacdo da superficie da mucosa e o trabalho (forca
total aplicada) necessario, respectivamente (CARVALHO et al., 2010). Ao se
observar a Figura 3 (Capitulo I, artigo Il), nota-se que a presenca de quitosana na
nanoemulsdo aumentou significativamente (p<0,0001) o comportamento
mucoadesivo, ou seja, maior forca e maior trabalho de mucoadesdo em comparacao
a KPF-NE e ao controle negativo PBS. A quitosana exibe fortes propriedades
mucoadesivas devido a formacdo de ligacdes de hidrogénio entre suas cargas
positivas dos grupos amino e cargas carregadas negativamente de residuos de acido
sidlico da mucina. Assim, com uma maior forca mucoadesiva, infere-se que a KPF-
MNE ficaria mais tempo na cavidade nasal, resistindo mais ao clereance
mucociliar, sendo, portanto, 0 KPF mais absorvido pelo epitélio nasal. Resultados
similares foram observados em outros trabalhos que também utilizaram esta técnica
(CARVALHO et al., 2013; BARBI MDA et al., 2015; SHAH et al., 2016).

No estudo preliminar de distribui¢do cerebral, apds administracdo intranasal de
KPF-MNE, observou-se um aumento significativo (p<0,001) do teor de KPF
quantificado nos cérebros dos animais em comparacéo ao KPF livre e a KPF-NE, com

um incremento de aproximadamente 5 vezes em relacdo a ambos. Este resultado
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corrobora com os demais resultados obtidos de viscosidade, resisténcia mucoadesiva e
de permeacdo/retencdo, em que a formulacdo com viscosidade adequada a
administracdo nasal, maior forga mucoadesiva, apresentou maior permeagdo e maior
liberacdo do KPF ao cérebro.

No capitulo I, artigo I, também foi demonstrado que o KPF carreado pela
nanoemulsdo mucoadesiva (KPF-MNE) diminuiu significativamente (p<0,0001) a
viabilidade das células de GBM in vitro na concentracdo de 1uM ap6s 72h de
tratamento, quando comparadas ao grupo veiculo (MNE) e KPF em solucédo (Figura
5A, Capitulo I, artigo II). Nessa mesma figura, nota-se que KPF-MNE diminuiu
significativamente (p<0.0001) a viabilidade celular em relacdo a KPF-NE. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que nanoparticulas positivamente carregadas
exibem melhor associacdo com as membranas celulares, levando assim a maior
internalizacdo e, consequentemente, maior efeito citotoxico (HILLAIREAU e
COUVREUR, 2009; FROHLICH, 2012). Nanoparticulas contendo quitosana tém sido
amplamente estudas para o tratamento de neoplasias (TAHARA et al., 2008; ZHU et
al., 2009; ANITHA et al., 2012; LIU et al., 2012; CHUAH et al., 2014; YANG et al.,
2015).

A maior atividade nos experimentos in vitro pode ser explicada pela maior
captacdo do KPF veiculado na nanoemulsdo mucoadesiva em comparagdo ao KPF
livre e também ao rapido metabolismo das células cancerigenas, que aumentam a
eficiéncia da captacdo (BHATTACHARJEE et al., 2010). Além disso, uma vez
internalizadas, uma Unica nanoparticula pode carrear varias moléculas de KPF,
aumentando a concentracdo intracelular efetiva.

Resultados similares, da diferenca da toxicidade entre KPF livre e KPF
carreado, j& haviam sido demonstrados com nanoparticulas poliméricas constituidas
por poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(oxido de etileno) ou
poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) em células de cancer de ovario ap6s 24h
de tratamento a 10 e 25uM, justificando o aprofundamento de estudos com essa
molécula em nanossistemas (LUO et al., 2012).

Ainda a partir da Figura 5A (Capitulo I, artigo I1), verificou-se que o tratamento

com as formulacGes brancas (NE e MNE) também levou a uma importante reducdo na
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viabilidade celular, 63,49 £ 12,74% e 50,70 + 6,99%, respectivamente. Sabe-se que 0s
principais fatores de influéncia para a citotoxicidade sdo a composi¢do, tamanho,
forma, carga superficial e hidrofobicidade superficial das nanoparticulas (FROHLICH,
2012). Embora ndo seja significativa a diferenca de citotoxicidade entre elas, é visivel
a maior citotoxicidade da formulacdo positiva em relacdo a negativa. Essa observacgéo
pode ser devido as cargas positivas disponiveis, que podem interagir diretamente com
as membranas celulares carregadas negativamente e causar possiveis danos celulares
(ROMOJREN et al., 2004; FROHLICH, 2012). Além das -caracteristicas das
nanoparticulas, como tamanho, forma e revestimento, poderem alterar a absorcéo
celular, Cho e colaboradores (2011) mostraram a importancia do efeito de
sedimentacdo em experimentos in vitro. Apos a adicdo das nanoparticulas ao meio de
cultura, elas podem agregar e alterar suas caracteristicas fisicas. Alem disso,
nanoparticulas grandes e pesadas podem sedimentar rapidamente, fazendo com que a
dose de nanoparticulas na superficie da célula possa variar (CHO et al., 2011). Essa
questdo foi inclusive um dos pontos questionados por um dos revisores desse artigo.
Seguindo sua sugestdo, incubou-se KPF-MNE no meio de cultura (sem células) e
avaliou-se durante todo periodo de tratamento (Figura S3, material suplementar do
artigo 11, Capitulo I). As goticulas permaneceram estaveis em relacdo ao tamanho de
goticula durante a incubag&o (72h).

Importante salientar que so foi observada diferenca na viabilidade celular entre
0s grupos testados ap6s 72h de tratamento. Esse achado reforca a necessidade de
tempo de incubacdo para a internalizacao e atividade citotdéxica do KPF-MNE.

Interessantemente, quando ao mesmo poco de tratamento foi adicionado
formulagdo branca MNE e KPF em solugdo a 1uM, ndo foi obervado o mesmo
comportamento quando comparado a KPF carreado pela nanoemulsdo, evidenciando a
importancia da veiculagdo do KPF para a interacdo com a célula e liberacdo do
composto citotoxico.

Aliado ao fato da necessidade da veiculagcdo do KPF para atividade, observou-
se que o tratamento por 72h com KPF-MNE levou a morte celular apoptotica ao
contrério do KPF em solucdo, que ndo causou o mesmo efeito (Figura 7, Capitulo |,

artigo 1l). Os resultados encontrados corroboram com os dados da literatura que
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mostram apoptose em células de glioma apos tratamento com KPF em solugéo, porém
com concentracdo 50 vezes maior (50 uM) a concentracao veiculada por MNE (1uM)
(SHARMA et al., 2007; SIEGELIN et al., 2008; JEONG et al., 2009). Ainda, apés o
tratamento com KPF-MNE e KPF livre por 48h, sO foi possivel realizar a
quantificacdo do KPF internalizado pelas células quando tratadas com KPF-MNE
(4.40 £ 1.5 nmol/mg proteina). O KPF internalizado pela célula apds o tratamento com
KPF livre foi abaixo do limite de quantificagdo por HPLC.

Mesmo com diminuicédo da viabilidade das células tratadas com MNE sem KPF
(50,70 £ 6,99%), ndo foi constatada morte por apoptose, necrose ou parada no ciclo
celular, ou seja, o mecanismo pelo qual as células morreram € outro.
Experimentalmente, foi observado que as células tratadas com ambas nanoemulsdes
(MNE e NE) com ou sem KPF, soltavam-se da placa, provavelmente por perda da
adesdo celular. Em nossos experimentos preliminares, verificou-se que, quando
menores volumes de formulacdo eram adicionados ao poco, menor variacdo na
viabilidade celular era observado, ou seja, a perda de adesdo celular pode estar
relacionada ao numero de particulas em contato com as células (dados ndo mostrados).

A adesdo celular é a capacidade de uma célula aderir uma a outra céelula ou a
uma matriz extracelular e estd envolvida na regulacdo da diferenciacdo celular, ciclo
celular, migracdo e sobrevivéncia celular (KHALILI e AHMAD, 2015). O
desprendimento das células ou a perda de ancoragem nas células adesivas é um
marcador comum de morte celular, que pode ser monitorado como um sinal de
citotoxicidade (YANG et al., 2017). O desprendimento de células da matriz
extracelular induz a uma variedade de fenotipos de morte celular: anoikis, entosis,
autofagia e transdiferenciacdo escamosa (ISHIKAWA et al., 2015). A analise por
citometria de fluxo demonstrou que KPF-MNE ndo alterou a progressdo do ciclo
celular, bem como para os demais tratamentos (Figura 6).

Srinivas Raghavan e colaboradores (2015) desenvolveram nanoparticulas de
ouro contendo KPF e verificaram que, ap0s o tratamento com 14,5 pug / mL por 24 e
48h, houve reducdo na viabilidade de células de cancer de mama de 50,6 = 2,4 e 37,1
+ 5,8 %, respectivamente. Ja a viabilidade das células quando tratadas com KPF livre

(7,2 pg/mL) foi maior de 80%. Os autores verificaram indug¢@o de apoptose (16,9 +
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1,2% no tratamento com 2,4 pg/mL apos 24h, bem como inibi¢do da angiogénese com
7,2 pg/mL (SRINIVAS RAGHAVAN et al., 2015). Em nossos resultados, com
concentracdo cerca de 8 vezes inferior, j& foi verificada indugdo a apoptose, embora
com tempo de tratamento superior (72h).

O conjunto dos resultados obtidos indica que a nanoemulsdo mucoadesiva
desenvolvida (KPF-MNE) € um eficiente sistema de liberagdo do KPF ao sistema
nervoso central, aléem de diminuir a viabilidade das células de GBM. Além disso, 0
primeiro e o0 segundo artigo deste capitulo foram os primeiros trabalhos que
verificaram a liberagdo de KPF pela via intranasal, livre ou veiculado em um

nanocarreador.

O capitulo 1l da presente tese apresenta uma revisdo sistematica sobre a
utilizacdo de dispersbes solidas (DS) como estratégia para melhorar a dissolucdo e
biodisponibilidade oral de flavonoides, bem como o desenvolvimento e caracterizagédo
de DS contendo KPF.

Com o intuito de melhorar a dissolugdo e biodisponibilidade oral do KPF,
pensou-se em utilizar DS para veicular este flavonoide, visto o sucesso dessa estratégia
para diversos farmacos pouco sollveis. Entretanto, ao realizarmos uma profunda busca
na literatura para nos situarmos no contexto atual deste tema, nada foi encontrado
sobre a utilizacdo de DS contendo KPF. Assim, surgiu a ideia de realizar uma revisao
sistematica, ampliando para a classe flavonoides, j& que também ndo havia nenhum
trabalho que abordasse esta tematica.

O sucesso das dispersdes sélidas em aumentar a dissolucao e biodisponibilidade
oral de flavonoides foi amplamente discutida no artigo | do Capitulo Il. Neste trabalho,
verificou-se que o método mais utilizado para a preparagdo de DS contendo
flavonoides € a técnica de evaporacdo do solvente e o polimero mais empregado como
carreador foi o PVP. Aproximadamente 70% dos trabalhos utilizaram o flavonoide
livre, enquanto cerca de 30% investigaram extratos vegetais contendo flavonoides.
Importante ressaltar que ndo foi possivel estabelecer se determinado polimero,
proporcdo ou método de preparacdo sdo as melhores opcbes para a classe de

flavonoides. A literatura ainda estd carente de trabalhos no tema para que se possa
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chegar a tais conclusdes. Verificou-se que todos os trabalhos encontraram resultados
promissores, onde observaram um aumento na solubilidade em agua, melhor perfil de
dissolucéo e aumento da biodisponibilidade oral em relagdo ao flavonoide livre. Dos
56 trabalhos analisados, somente um deles demonstrou que a DS desenvolvida
apresentou biodisponibilidade oral inferior a outra formulagdo, neste caso
fosfolipidica, mas ainda assim, a DS apresentou ASC superior aos flavonoides livres
(CHEN et al., 2010).

Concomitantemente a realizacdo da revisdo sistematica, realizou-se o
desenvolvimento de DS contendo KPF, gerando a publicacéo Il do Capitulo I1.

Com o objetivo de selecionar o carreador mais adequado para o preparo de
dispersdes sdlidas contendo KPF, foram inicialmente realizados testes de solubilidade
com 0s principais carreadores utilizados: Gelucire 44/14, Poloxamer 188, Poloxamer
407 e Soluplus®. Verificou-se que o Poloxamer 407 foi o carreador que mais
aumentou a solubilidade do KPF em agua. Por esse motivo, este foi o polimero
escolhido para o desenvolvimento das dispersdes. Poloxameros (comumente
conhecidos por seus nomes comerciais Pluronic® ou Lutrol®) séo copolimeros tribloco
ndo-idnicos de polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno que apresentam
propriedades tensoativas (ALl et al., 2010).

ApoGs esta triagem inicial para a selecdo do carreador, foram desenvolvidas
dispersdes em diferentes propor¢cdes KPF:polimero (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:7 e 1:9)
pelo método de evaporacdo do solvente. Quanto maior a propor¢do de poloxamer,
maior foi a solubilidade do KPF em &gua. Entretanto, o tamanho da forma
farmacéutica final também tem papel importante na escolha da melhor proporcéo,
descartando-se, assim, as proporgOes 1:7 e 1:9. Diferentemente da abordagem
convencional utilizada no processo de desenvolvimento farmacotécnico, onde a
dissolucdo é realizada posteriormente a caracterizacdo fisico-quimica, decidiu-se
realizar um ensaio preliminar de dissolucdo. Verificou-se que a proporcdo 1:5
apresentou melhor perfil de dissolucdo em meio acido em comparacdo as demais
proporcdes (dados ndo apresentados) e foi a escolhida para a continuidade dos estudos.

Dois principais métodos sdo usados para produzir dispersdes solidas:

evaporacdo do solvente e fusdo. Ambos sdo Uteis nas escalas laboratorial e industrial
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(VASCONCELOS et al., 2016). A escolha do método de preparo das dispersdes da
primeira etapa presente capitulo foi o método de evaporacdo do solvente, umas vez
que DS preparadas pelo método de evaporacdo do solvente podem apresentar estrutura
porosa com alguns canais na estrutura solida, aumentando assim a porosidade, a area
de superficie e, assim, a taxa de dissolucéo do farmaco (VO et al., 2013).

Nas etapas seguintes deste estudo, ao compararmos com a dispersédo solida (1:5,
KPF:poloxamer, p:p) preparada pelo método de fusdo, esperdvamos um
comportamento superior das dispersdes preparadas pelo método de evaporacdo do
solvente pelo motivo apresentado acima. Entretanto, ambos os métodos apresentaram
comportamento muito semelhante em relagédo a solubilidade, perfil de dissolugdo, bem
como na caracterizacao por difracdo de raio X, FTIR, DSC e MEV. Como 0 método
por fusdo apresenta reduzido custo de producdo, simplicidade operacional e ndo
emprega solventes organicos, esse foi o método escolhido para os estudos de
farmacocinetica.

Atraveés da anélise de FTIR, foi observado uma possivel interacdo por ligacdes
de hidrogénio entre o KPF e o poloxamer, visto que o flavonoide apresenta quatro OH
e o carreador duas OH para tal interacdo. Resultado semelhante também foi
encontrado por Khan e colaboradores, onde eles sugerem ligagGes de hidrogénio entre
as hidroxilas do flavonoide naringenina e do carreador, onde também observaram
alteracdo na banda caracteristica de hidroxila (KHAN et al., 2015). Através das
andlises de difracdo de raio X, foi verificada uma diminuigdo da cristalinidade do KPF
nas dispersdes, visto que somente alguns picos caracteristicos do KPF ndo foram
observados. Ja através das andlises de DSC, as dispersdes apresentaram 0 mesmo
perfil que a mistura fisica, onde néo foi observado o pico relativo ao ponto de fusdo do
KPF. Essa observacgédo pode ser devido a solubilizacdo do KPF no polimero fundido ou
pela baixa proporcdo de KPF na mistura fisica e dispers@es, fato também observado
por Eloy e Marchetti (ELOY e MARCHETT], 2014). Nas anélises por MEV também
ndo foi obervada nenhuma diferenca visual entre as dispersdes. Ambas dispersoes
apresentaram uma superficie rugosa e irregular e a auséncia de cristais de KPF

visiveis, indicando que a KPF esta dissolvido no transportador polimérico ou que
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ocorreu conversdo parcial em uma forma amorfa. Por outro lado, as imagens da
mistura fisica mostraram cristais de KPF sob a massa de poloxamer.

Nos ensaios de dissolucdo, ambos os métodos de preparacao testados, método
de fusdo e de evaporacdo do solvente, levaram ao mesmo perfil de dissolucéo das
dispersdes, comprovadas pelo valor de f1 e f2 das curvas. Ja a dissolucdo do KPF a
partir da mistura fisica ndo se mostrou tdo eficiente quanto a partir das dispersoes,
evidenciando a necessidade da dispersdo solida como estratégia farmacotécnica para
melhorar a dissolucdo do KPF.  Apds a administracdo da dispersdo soélida (100
mg/kg de KPF) em ratos, 0 C,ax foi significativamente maior (2,2 vezes, p <0,05) e 0
valor de ASCy_4, de KPF foi 1,85 maior que o KPF livre, indicando que a dispersao
solida melhorou significativamente a exposi¢cdo do KPF.

Importante ressaltar que o aumento observado, tanto nos valores de ASC,_;
quanto de C., para a dispersao sélida desenvolvida (aproximadamente 2 vezes para
ambos parametros) estdo compreendidos dentro da faixa de valores encontrados na
revisdo sistematica realizada (Artigo I, Capitulo I1). Nestes trabalhos, em geral, as
dispersdes solidas aumentaram em media 3,39 + 1,48 vezes a AUC,_,, em relagdo ao
flavonoide livre. Ja para 0 C. este aumento foi em média foi de 5,59 * 3,74.

Mesmo com um grande aumento na solubilidade em agua a partir da DS
(aproximadamente de 4 mil vezes) e melhora significativa no perfil de dissolucéo,
ambos em relacdo ao KPF livre, o aumento na ASC néo foi tdo grande quanto o
esperado. Conclui-se que, por mais que o KPF seja classificado como classe Il no
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (XIE et al., 2014), a extensdo de absorcdo
dele depende de fatores que ndo foram avaliados em nosso estudo, como
metabolizacdo, permeabilidade e mecanismos de absorcdo e efluxo (BARVE et al.,
2009). Barve e colaboradores demonstraram que o KPF apresenta baixa a moderada
absorcdo, com biodisponibilidade oral de aproximadamente 2%. Os autores atribuem
esse baixo valor em parte ao extenso metabolismo de primeira passagem pela fase |
(metabolismo oxidativo) e fase Il (glicuronidacdo no intestino e figado) (BARVE et
al., 2009).

Conforme dito anteriormente, ao realizarmos o planejamento e

desenvolvimento da revisdo (artigo I, Capitulo 11) nenhum trabalho na literatura foi
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encontrado no que tange a dispersdes solidas contendo KPF isolado, ou seja, sem o
KPF estar em um extrato vegetal. Entretanto, em setembro de 2018, Xu e
colaboradores desenvolveram complexos intermoleculares com o polissacarideo
arabinogalactano (AG) e (glicirrizinato dissodico (Na,GA) pela técnica
"mecanoquimica” de moinhos de bolas. Os autores nédo atribuem o nome de "dispersdo
solida™ a formulagdo, embora afirmem que a reducdo do tamanho das particulas e a
destruicdo das formas cristalinas revelaram a formacao de uma dispersdo solida (XU et
al., 2018). Portanto, de forma inédita, pode-se considerar que, nesta tese, foram
desenvolvidas dispers6es sélidas contendo KPF por métodos consolidados com

resultados promissores.
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CONCLUSOES







Por meio do trabalho realizado pode-se concluir que:

O método desenvolvido e validado por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
quantificacdo de kaempferol em nanoemuls6es, mucosa nasal suina, fluido receptor

e cérebro de rato apresentou-se especifico, linear, preciso, exato, sensivel e robusto;

O método por homogeneizacéo a alta pressdo mostrou-se adequado para a obtencéo
de nanoemulsdes contendo KPF com elevado teor e taxa de associagéo, preservando

sua atividade antioxidante;

Foram obtidas nanoemulsdes monodispersas contendo KPF com reduzido tamanho

de goticula e elevado potencial zeta;

A adicdo de quitosana a nanoemulsdo KPF-NE para a obtencdo da nanoemulsao
mucoadesiva KPM-MNE aumentou a for¢ca mucoadesiva bem como promoveu
maior permeacdo e retencdo do KPF na mucosa nasal suina no estudo de permeacao

ex Vivo;

A administracdo intranasal da nanoemulsdo KPF-MNE aumentou o teor de KPF no
cérebro de ratos quando comparado a KPF livre e a nanoemulsdo sem agente

mucoadesivo;

O tratamento com KPF+MNE resultou em atividade citotoxica inferior quando
comparada a KPF-MNE, demonstrando a importancia da internalizacdo do KPF no

nanossistema;
KPF-MNE aumentou a resposta contra glioma in vitro por apoptose em comparagao

a KPF-NE e ao composto livre, sugerindo um aumento da biodisponibilidade

intracelular;
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Através da revisdo sistematica, verificou-se grande interesse e sucesso na utilizacéo
de dispersdes sélidas como estratégia para melhorar a dissolucdo e

biodisponibilidade oral de flavonoides;

A dispersdo sélida SDy contendo KPF com o carreador Poloxamer 407 mostrou-
se uma adequada estratégia farmacotécnica para a promocdo da solubilidade,

dissolucdo e biodisponibilidade oral do KPF;

Observou-se perda da cristalinidade do KPF nas dispersbes solidas (SDMM e
SDSM) indicada por analises de raios X e possivel ligagdo de hidrogénio entre 0s

grupos hidroxila do KPF e Poloxamer por FTIR.
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ANEXOS







Tabela 1. Variaveis no planejamento experimental Box-Behnken.

Fator Baixo (-)  Alto(+) Ponto Central
Triglicerideos de cadeia média (%) 8 20 14

Lecitina de ovo (%) 1 5 3,5
Polissorbato 80 (%) 1 3 2

Tabela 2. Respostas obtidas através do planejamento experimental Box-Behnken.

TCM (%) Lecitina  Polisorbato Content (%) _Size (nm) oD Potencial
(%) 80 (%) Zeta (mV)

20 5 2 88,36 131,23 0,19 -15,57
14 2 1 88,15 145,20 0,18 -10,60

8 5 2 94,91 123,53 0,36  -10,83

8 2 2 89,56 131,53 0,39 -11,37
20 3,5 3 93,76 141,93 0,29  -11,97
14 5 3 86,32 128,80 0,34 -11,27
14 3,5 2 91,79 138,33 0,31 -15,93
20 3,5 1 83,65 155,27 0,11  -9,99

14 2 3 88,57 118,13 0,35 -17,47
20 2 2 89,77 132,70 0,19  -15,87
14 5 1 88,08 126,70 0,19 -10,73
14 3,5 2 87,66 116,83 0,28 -8,12

8 35 1 85,51 123,00 0,35 -11,77
14 3,5 2 85,52 148,70 0,24  -11,33

8 3,5 3 85,22 190,90 0,42  -34,00
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Figura 1. Resultados da analise estatistica obtidos atraves do Software Minitab ®16.

Regressdo de Superficie de Resposta: Size (nm) versus TCM (%); Lecitin (%); Polisorbate 80

Analise de Variéncia

Fonte GL 30 (Aj.) @M (&j.) Valeor F WValor-FP
Modelo ] 3482,62 384,74 1,37 0,380
Linear 3 154,80 51,53 0,12 0,903
TCHM (%) 1 7,87 7,87 0,03 0,875
Lecitin (%) 1 37,41 37,41 0,13 0,730
Poliscrbate 20 (%) 1 109,52 109,52 0,35 0,559
Quadrado 3 1434,594 478,32 1,71 0,280
TCHM (%) *TCHM (%) 1 305,57 305,57 1,09 0,344
Lecitin (%) *Lecitin (%) 1 720,54 720,54 2,57 0,170
Polisorbate 80 (%) *Poliscrbate B0 (%) 1 302,78 302,78 1,08 0,346
Interagdc com 2 Fatores 3 1873,08 824,35 2,23 0,203
TCM (%) *Lecitin (%) 1 10,487 10,67 0,04 0,853
TCM (%)*Poliscorbace 80 (%) 1 1645,71 1648,71 5,85 0,060 €—
Lecitin (%)*Poliscorbate 20 (%) 1 212,87 212,87 0,74 0,424
Erro 5 1401,13 280,23
Falta de ajuste 3 B72,73 290,91 1,10 0,508
Erro purc 2 225,40 264,20 * *
Total 14 4883, 76

Suméric do Modelo

3 RZ R2{aj) R2(pred)
16,7400 71,19% 19,34% 0,00%

Regresséio de Superficie de Resposta: PDI versus TCM (%); Lecitin (3%); Polisorbate 80 (%)

Analise de Varidncia

Fonte GL 5@ (Rj.) @M (Zj.) Valer F Valor-P
Modelo % 0,112%51 0,012550 15,06 0,002
Linear 3 0,107952 0,0359584 54,64 0,000 -
TCM (%) 1 0,085204 0,068204 103,56 0,000 €—
Lecitin (%) 1 a,000080 ©0,000080 0,12 0,741
Polisorbate B0 (%) 1 0,03%668 0,039668 60,23 0,001
Quadrado 3 0,00148& 0,000495 0,75 0,567
TCHM (%) *ICM (%) 1 a,000809 0,000909 1,38 0,293
Lecitin (%) *Lecitin (%) 1 0,000458 0,000458 a,70 0,442
Polisorbate 20 (%) *Poliscrbate 20 (%) 1 a,000008 ©0,000008 a,01 0,926
Interacdc com 2 Fatores 3 0,003514 0,001171 1,78 a,2&a7
TCHM (%) *Lecitcin (%) 1 0,000361 0,000361 0,35 0,452
TCM (%) *Pcliscrbate 80 (%) 1 0,003099 0,003099 4,71 0,082
Lecitin (%)*Poliscrbate B0 (%) 1 0a,000054 0,000054 a,08 a,787
Erro 5 0,003293 0,000&59
Falta de ajuste 3 0,000876& 0,000325 0,28 0,839
Erro puro 2 0,002317 0,001158 * *
Total 14 0,116244

Sumaric do Modelo

5 RZ R2{aj) R2(pred)
0,0256624 97,17% 92,07% 22,08%
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Regresséio de Superficie de Resposta: Content (%) versus TCM (%); Lecitin (%); Polisorbate

Analise de Variancia

Fonte GL 50 (Rj.) @M (&j.) WValer F Valor-P
Modelao 9 78,219 g,6910 a,70a 0,897
Linear 3 9,332 3,1108 0,25 0,858
ICHM (%) 1 0,015 0,0150 0,00 0,974
Lecitin (%) 1 0,328 0,3255 0,03 0,878
Polisorbate E0 (%) 1 g,992 g,991%9 0,73 0,433
Cuadrado 3 29,194 59,7312 a,79 0,551
TCM (%) *TCHM (%) 1 2,314 2,3140 0,19 0,884
Lecitin (%) *Lecitin (%) 1 g, 708 g,7082 a,70 0,440
Poliscrbate &0 (%) *Poliscorbate 50 (%) 1 15,941 15,9412 1,29 0,308
Interagdc com 2 Fatores 3 39,4693 13,2309 1,07 0,441
ICM (%) *Lecitin (%) 1 11,425 11,4285 0,82 0,381
TCM (%) *Poliscrbate B0 (%) 1 27,071 27,0714 2,18 0,199
Lecitin (%)*Poliscorbate B0 (%) 1 1,192 1,1924 0,10 0,769
Erro 5 81,951 12,3902
Falta de ajuste 3 41,870 13,8899 1,37 0,448
Erro puro 2 20,281 10,1408 * *
Total 14 140,170

Sumdric do Modelo

5 R2 R2({aj) R2(pred)
3,51997 55,80% 0,00% 0,00%

Otimizacdo da Resposta: PDI; Size (nm)

Parametros
Resposta Meta Inferior Alvo Supericr Peso Importdncia
EDI Minimo 0,109 0,417 1 1
Size (nm) Minimo 11&,833 190,900 1 1
Sclucéc
Lecitin Polisocrbate PDI Size (nm) Desirability
Solucdc TCM (%) (%) 20 (%) Lijuste Ajuste Composta
1 15,8788 &5 1 0,181302 124,010 0,866442

Predicdo de Miltiplas Respostas

Varidwvel Configuracdes
TCM (%) 15,8788
Lecitin (%) 5

Polisorkate 80 (%) 1

EP do
Resposta Ajuste Ajustado IC de 9353% IF de 395%
FDI 0,16813 0,0228 (0,1027; 0,2193) (0,0731; 0O,2495)
Size (nm) 124,0 14,8 ( 85,87 1le2,2) ( 66,4; 181,48)
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Graficos de Contorno de PDI
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