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RESUMO

Oliveira, Isabela Hastenreiter Gongalves. Desenvolvimento de microparticulas
poliméricas carregadas com Liraglutida para uso oral. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

O Liraglutida é um peptideo andlogo do horménio GLP-1 que promove reducées
clinicamente significativas tanto na hemoglobina glicada (HbAlc) quanto na perda de
peso e, por isso, vem sendo utilizado no tratamento de uma das principais causas de
morbidade e mortalidade do mundo, a Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). O presente
estudo se refere ao desenvolvimento de microparticulas poliméricas carregadas com
Liraglutida, para uso oral, com o objetivo de promover a liberacdo controlada do
peptideo, conferindo protecdo aos efeitos gastrointestinais e aumentando a adesdo do
paciente ao tratamento. As formulacdes foram desenvolvidas através do método de
emulsificacdo dupla seguido de extracdo do solvente, utilizando o polimero Eudragit®
S100 e o farmaco Victoza® (Liraglutida 6mg/mL). As formulacGes foram avaliadas
quanto ao rendimento e a eficiéncia de encapsulacdo, anadlise morfologica através da
técnica de microscopia eletrénica de varredura, distribuicdo de tamanho de particulas,
analise termogravimétrica e perfil de liberacdo in vitro. Apds a caracterizacdo, as
formulacdes apresentaram rendimento de aproximadamente 55%, com 91,4% de
eficiéncia de encapsulacdo e formato esférico. Na analise de distribuicdo de tamanho, as
microparticulas inseridas em pH 4,5, apresentaram concentracdo suficiente para a
realizacdo da letiura no aparelho até o tempo de 40 minutos, comprovando a
solubilizacdo nesta faixa de pH. Com a analise de liberacdo in vitro, pode-se afirmar que
0 polimero auxiliou na protecdo do petideo em meio acido (pH 4,5) e que as
microparticulas foram solubilizadas em meio basico (pH 8,0), apresentando uma
cinética de pseudo primeira ordem com 75% de liberacdo do peptideo em 4,5 horas. No
entanto, os resultados deste trabalho sustentam a continuidade do estudo para o

desenvolvimento da formulacéo de Liraglutida para uso oral.

Palavras chave: Liraglutida, Diabetes, Eudragit, Microencapsulacéo.



ABSTRACT

Oliveira, lIsabela Hastenreiter Gongalves. Desenvolvimento de microparticulas
poliméricas carregadas com Liraglutida para uso oral. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Liraglutide is a peptide similar to the hormone GLP-1 that clinically promotes significant
reductions both in glycated hemoglobin (HbAlc) and in weight loss, has been used in the
treatment of one of the main causes of morbidity and mortality in the world, Diabetes Mellitus
type 2 (DM2). The present study refers to the development of polymeric microparticles loaded
with Liraglutide, for oral use, with the aim of promoting the controlled release of the peptide,
providing protection from gastrointestinal effects and increasing patient compliance with
treatment. The formulations were developed using the double emulsification method followed
by solvent extraction, using the polymer Eudragit® S100 and the drug Victoza® (Liraglutide
6mg/mL). The formulations were evaluated according to yield and encapsulation efficiency,
morphological analysis (SEM), particle size distribution, thermogravimetric analysis and in
vitro release profile. After characterization, the formulations showed a yield of approximately
55%, with 91.4% encapsulation efficiency and spherical shape. In the size distribution analysis,
the microparticles inserted in pH 4,5 medium showed sufficient concentration to carry out the
readiness in the device up to 40 minutes, proving the solubilization in this pH range. With the in
vitro release analysis, it can be said that the polymer helped to protect the petid in a simulated
acid medium and that the microparticles were solubilized in a simulated basic medium,
presenting a pseudo first order Kinetics with 75% of the peptide release in 4.5 hours. However,
the results of this work support the continuity of the study for the development of the

formulation of Liraglutide for oral use.

Keywords: Liraglutide, Diabetes, Eudragit, Microencapsulation.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) tipo 2 é uma grande preocupacao global de satde e uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo mundo. Em 2014, cerca de 387
milhdes de pessoas eram portadoras da diabetes e este nimero pode alcancar 592 milhdes no
ano de 2035, além disso 4,9 milhdes de mortalidade foram associados com diabetes no
mundo. O diabetes tipo 2 é responsavel por aproximadamente 90% de todos 0s casos e
acarreta ao aumento do risco de distirbios cardiovasculares, cegueira, insuficiéncia real e
amputacdo, além disso, esta associado ao aumento do risco de cancer, declinio cognitivo e
doenca hepaética crénica.

Os horménios da incretina, como peptideo inibitdrio gastrico e peptideo semelhante ao
Glucagon 1 (GLP-1) sdo produzidos no intestino e potencializam a secre¢do de insulina
quando a glicose é ingerida por via oral, conhecido como efeito incretina. O GLP-1 aumenta a
secrecdo de insulina, inibe a secrecdo pds-prandial de glucagon, inibe a apoptose de células 3
e proliferacdo das ilhotas pancreaticas. No entanto o GLP-1 nativo é rapidamente degradado
pela enzima Dipeptidil peptidase-4 (DPP-4).

A acdo da enzima DPP-4 forma fragmentos sem efeito insulinotropico que séo
susceptiveis a uma rapida depuracdo renal, tendo o tempo de meia vida de cerca de 2 minutos
apos administracdo. Entretanto, ndo é uma opcdo pratica para terapia exogena sendo
necessario o desenvolvimento de formulacGes baseadas em agonistas sintéticos do receptor
GLP-1 com propriedades farmacocinéticas mais adequadas, com maior tempo de meia vida

Sabendo disso, alternativas foram investigadas com o objetivo de aumentar o tempo de
meia vida e consequentemente a biodisponibilidade desse horménio. O Liraglutida € um
analogo do GLP-1 com acédo prolongada. Sua estrutura é baseada no GLP-1 nativo mas difere
na substituicdo na posicdo 34 de arginina por lisina e na adi¢cdo de um &cido glutdmico no
carbono 16. Este peptideo é administrado por via subcutanea sendo absorvido lentamente,
possuindo um tempo de meia vida em torno de 13 horas o que o torna adequado para injecao
uma vez ao dia.

Além de estimular a secrecdo de insulina, também promove o aumento da saciedade,
aumento da concentracao de leptina pos-prandial no cérebro e retarda o esvaziamento gastrico
0 que auxilia na perda de PE so. Sendo assim, o Liraglutida é uma opcdo atraente para o
tratamento do DM tipo 2 e também para o tratamento da obesidade.

Apesar da administracdo de GLP-1 e analogos pela via subcutanea ser eficaz em
termos de biodisponibilidade, é invasivo, causando desconfortos (dor), infeccéo local, reacdes
cuténeas, além do alto custo no mercado, ocasionando a diminui¢do da adesdo do paciente ao
tratamento.

Uma maneira de solucionar este problema pode ser utilizando sistemas
microparticulados que aprisionam os farmacos em uma matriz polimérica, oferecendo
protecdo contra a degradacdo enzimatica, além do beneficio da relacdo com sistemas
monoliticos, com uma distribuicdo mais homogénea sobre o trato gastrointestinal e tempo de
transito mais previsivel, 0 que promove uma absor¢do mais regular.
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As microparticulas podem ser preparadas usando diferentes tipos de materiais, que
podem ser divididos em trés grandes grupos: lipidios, proteinas e polimeros. O Eudragit € um
copolimero derivado do &cido metacrilico e metilmetacrilato, e etilmetacrilato, dependendo de
sua composigdo, comecam a dissolver em valores de pH entre 5, e 7,0. O Eudragit® S-100
(ES100) possui caracteristicas relevantes para via oral. E um polimero sintético aplicado na
industria farmacéutica, na formulacdo de sistemas gastrorresistentes, dissolve-se facilmente
em solugdes aquosas com pH superior a 7,0, conforme encontrado no intestino e célon.

Desta forma, microparticulas preparadas com este polimero podem ser fabricadas na
forma de comprimidos para administragdo por via oral sendo indolor, apresentando maior
seguranga, economia, facilidade de armazenamento, além das vantagens das formas de
dosagem de liberacdo controlada como protecédo gastroresistente.

No entanto, o projeto busca desenvolver e caracterizar as microparticulas poliméricas
carregadas com Liraglutida para uso oral, permitindo o delineamento do perfil de liberacdo e
seu efeito no organismo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Prevaléncia da Diabetes Mellitus

A mudanca na prevaléncia de diabetes em muitos paises e regiGes foi impulsionada
pela rapida urbanizacdo e mudancas dréasticas em relacéo ao estilo de vida sedentério (CHO et
al., 2018). A expectativa média de vida de um individuo de 50 anos, com diabetes € de 6 anos
mais curto do que seria sem a doenca .

Em 1980, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) avaliou que havia 108 milhGes de
pessoas com diabetes no mundo e este nimero quadriplicou nas estimativas de 2014. Em
2017, a Federagéo Internacional de Diabetes estimou 425 milhdes de pessoas com diabetes no
mundo, e deve atingir 629 milhdes de pessoas até 2045 (CHO et al., 2018).

Atualmente o Brasil é 0 4° pais do mundo com maior incidéncia de diabetes com 12, 5
milhdes de pessoas diagnosticadas até 2018, o que representa um gasto anual de 24 bilhGes de
dolares para o tratamento desta doenca (CHO et al., 2018).

2.2 Definicao Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) ¢é uma doenca metabolica definida pela producao
insuficiente de insulina pelas células betas das ilhotas pancreaticas, que ocasiona 0 aumento
dos niveis de glicose na corrente sanguinea (hiperglicemia), ou pode ocorrer devido a
resisténcia do horménio insulina no organismo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2014).

Ainda segundo a Associacdo Americana de Diabetes, o termo Diabetes Mellitus (DM)
representa um grupo de doencas crénicas e complexas que requerem cuidados continuos com
estratégia de reducdo de risco multifatoriais além do controle glicémico. Pessoas portadoras
do diabetes possuem maior risco de amplificar uma série de graves problemas a saude, o que
resulta em maior custo a assisténcia médica, qualidade de vida reduzida e aumento da
mortalidade. (CHO et al., 2018; (ASSOCIATION, 2018).

2.3 Tipos de Diabetes Mellitus

A doenca ¢ classificada de acordo com sua patogénese, 0s trés tipos mais prevalentes
sdo: diabetes mellitus tipo 1 (ou insulina-dependente), diabetes mellitus tipo 2 (ou insulina-
independente) e diabetes gestacional. Além desses, existem outros tipos menos predominantes
como diabetes monogénico e secundario (FIGUEIREDO; RABELO, 2009).

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DMI) é definido pela destruicdo autoimune das células
beta pancredticas causando deficiéncia ou acdo inadequada da insulina, os portadores se
tornam mais susceptiveis a infeccbes e podem sofrer complicagbes cronicas como
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ateroesclerose e infarto do miocardio. O Diabetes Mellitus tipo 2 (DMII) é causado,
principalmente pelo fator hereditario e obesidade, € caracterizado pela resisténcia a insulina.
Os pacientes produzem o horménio, mas suas células sdo incapazes de utilizar toda insulina
secretada pelo pancreas fazendo com que seus niveis no sangue aumentem e permanegam
elevados. Os sintamos mais comuns do DMII sdo: alteracbes visuais, feridas de dificil
cicatrizagdo, polidipsia, poliuria e polifagia (SCHWARTZ et al., 2016).

O Diabetes Mellitus tipo 2 representa cerca de 90% de todos 0s casos de Diabetes
sendo uma preocupacdo global de salde e uma das principais causas de mortalidade e
morbidade em todo o mundo (CHO et al., 2018; JACOBSEN et al., 2016).

2.4 Diagndstico

O DM é diagnosticado quando ocorrem quadros de hiperglimecia ou alteracdes de
outros parametros glicémicos como hemoglobina glicada, glicosdria e politria que ocorrem
quando o organismo ndo pode produzir quantidades suficientes de insulina (SCHWARTZ et
al., 2016).

De acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (ADA) e Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), os critérios de diagnosticos se baseiam na deteccdo de altos niveis de
glicose no sangue: glicemia de jejum, glicemia de duas horas apds uma carga oral de glicose e
hemoglobina glicada (HbAlc) (Tabela 1) (ASSOCIATION, 2018; SEINO et al., 2010). 7

Glicose plasmatica de jejum > 126mg/dL (7mmol/L);

ou

2 horas apds ingestdo oral de 75g de glicose em dgua, glicemia > 200mg/dL [11mmol/L);

ou
Hemoglobina glicada = 6,5% (48mmol/mol);
ou

Paciente com sintomas de hiperglicemia ou em crise hiperglicEmica, com glicose plasmatica
aleatdria > 200mg/dl (11mmol/L)

Tabela 1: Critérios de Diagndsticos utilizados segundo a Associagdo Americana de Diabetes.

Esses Critérios de diagndsticos sdo considerados tardios porque sé apresentam
eficiéncia quando os sintomas clinicos e complicacbes metabolicas sdo evidentes, o que
explica 0 aumento de nimeros de pessoas portadoras da doenca no mundo com o passar dos
anos (ASSOCIATION, 2019).
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2.5 Tratamento

Atualmente, as alternativas ndo farmacoldgicas para o tratamento de pacientes com
DM2 sdo exercicio fisico e dieta balanceada (hipocaldrica). A alteracdo do estilo de vida é
muito importante para o controle da doenga (CHAMBERLAIN et al., 2017).

2.5.1 Antidiabéticos orais

Os antibiabéticos orais sdo a primeira escolha para o tratamento quando as alternativas
nao farmacoldgicas isoladamente ndo surtem o efeito desejado. S&o classificados de acordo
com seu mecanismo de ac¢do, demonstrado na Tabela 2 (LOPES et al., 2012).

- Hipoglicemiantes orais propiamente ditos: sulfoniluréias e as metiglinidas;
- Sensibilizadores da acéo da insulina: tiazolidinodionas;
- Redutores da Neoglicogénese: Biguanidinas;

-Redutores da velocidade de absorc¢éo dos glicideos: inibidores da a- glicosidase.
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Medicamento Mecanismo de acdo Contra-indicacbes Efeitos indesejaveis  Outros beneficios
u Gravidez, lactagdo, e
S Aumento da secregdo g Hipoglicemia e ganho
Sulfoniluéria I insuficiéncia renal e
de insulina fhs de peso
hepatica grave
- Gravidez, lactagdo, Hipoglicemia e leve
o Aumento da secregdo ) . ¢ POE
Wetiglinida o insuficiéncia renal e ganho de peso
de insulina ch i
hepatica grave discreto
Gravidez, lactagdo, Diminuicdo de
Reduz a producdo de insuficiéncia renal, eventos
) . . Desconforto i
. . glicose com menor cardiaca, hepatica, _ o cardiovasculares,
Biguanida = o i abdominal, diarréia e )
acdo sensibilizadora da pulmonar e risco nAuseas melhora do perfil
agdo da insulina aumentado de acidose lipidico e diminuicdo
latica do peso
Gravidez, lactagdo, Diminuicdo de
= doenca intestinal Desconforto eventos
Inibidores da o Retardo da ahsorgdo ) ¢ . ) - i
o ) inflamatdria e grave  abdominal, diarréia e cardiovasculares,
glicosidade de carboidratos . - L i
insuficiéncia hepatica e flatuléncias melhora do perfil
renal lipidico
Aumento da =
_— - Gravidez, lactagdo, !
sensibilidade a insulina . . Melhora o perfil
. . insuficiécia hepatica e Edema, anemia e . =
Glitazonas em musmulos, o . lipidico, redugdo da
. insuficiéncia cardiacadas  ganho de peso -
hepatdcitos e gordura hepatica
. classes lll e IV
adipdcitos

Tabela 2: Antidiabéticos orais disponiveis no Brasil (LOPES et al., 2012).

Apesar dos antidiabéticos orais possuirem boa aceitacdo pelos paciente e facil
administracdo, também apresentam desvatagens variando de acordo com as classes:
A Metformina (biguanida) é o farmaco de primeira linha para o tratamento de DM2, mas
apos varios anos de uso a metformina limita a producdo de glicose hepatica, amplia a
captacdo de glicose no musculo esquelético além de aumentar a sensibilidade a insulina
(INZUCCHI et al., 1998). Sulfoniluréias podem causar hipoglicemia, ganho de peso além de
apresentarem toxicidade cardiovascular (ASSOCIATION 2019; INZUCCHI et al., 1998). Os
Tiazolidinodionas induzem grandes danos ao figado (efeito hepatotoxico), além disso, pode
promover ganho de peso, anemia e maior incidéncia de fraturas 6sseas (HERNANDEZ-
JIMENEZ; AGUILAR-SALINAS; GOMEZ-PEREZ, 2002). As Glicosidases apresentam
limitacGes relacionadas ao retardo da digestdo e absor¢éo de carboidratos intestinais provendo
efeitos gastrointestinais. (SILVEIRO; SATLER, 2015).

Apesar da Associacdo Americana de Diabetes indicar a metformina como tratamento
de primeira linha, somente a metformina ¢ insuficiente para atingir o os altos niveis de glicose
no sangue dos pacientes (PRASAD-REDDY; ISAACS, 2015). Atualmente, os medicamentos
para diabetes sdo recomendados de acordo com as necessidades especificas do paciente
considerando as reacdes adversas. Existem no mercado peptideos em formulacGes variadas
para o controle glicémico, entre eles a insulina e 0s agonistas do receptor (GLP-1) peptideo do
tipo glucagon 1, sdo utilizados para tratar a DMII. Estes agonistas sdo benéficos para o
controle da glicemia além de melhorar a funcdo das células beta pancreéticas e promover a
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perda de peso (problemas ndo solucionados pelo uso dos antidiabéticos orais). Além disso,
esses agonistas diferem em relacdo a maior eficacia, tolerabilidade e frequéncia de dosagem
(BUSE et al., 2009; DRUCKER et al., 2008).

2.5.2 Peptideos Utilizados para o Tratamento da Diabetes
2.5.2.1 Insulina

A insulina € um horménio polipeptidico produzido e secretado pelas células beta das
ilhotas pancreaticas na forma de pré-pro-insulina que, posteriormente sofre clivagem gerando
a pro-insulina, esta € transportada para o complexo de Golgi onde ocorre a conversao da pré-
insulina em insulina, através da remocéo do peptideo C (peptideo de conexao) (KATZUNG,
et. al, 2012).

O avango na terapia com insulina deu origem aos seus analogos, com o objetivo de
melhorar o tempo de acdo do medicamento (ZAYKOV, et. al. 2016). Atualmente, no mercado
existem diferentes tipos de insulinas listadas a seguir:

e Insulinas de acdo ultrarrapida: acelera a absor¢do da insulina pelo organismo,
minimizando as variacdes de glicemia apoés as refeicdes (HIRSCH, 2005).

e Insulinas regulares: formam uma estrutura hexamérica que proporciona um inicio de
acdo tardio e um maior tempo de acdo em comparacdo aos analogos de acéo
ultrrapida.

e Insulina NPH (Neutral Protamine Hagedorn): possui a sua absorcdo e inicio de acédo
retardado pela presenca de protamina em sua composicdo. (KATZUNG, et. al, 2012).

e Insulinas de acdo prolongada: atua na manutencdo dos niveis basais de insulina
(KATZUNG, et. al, 2012).

A insulinoterapia € indicada quando os antidiabéticos orais ndo fazem mais o controle
glicémico necessario ou quando ha complicacdes associadas, tais como infeccdes graves e
comprometimento cardiovascular. Apesar da insulina ser um medicamento com grande
eficacia no controle glicémico, ela promove ganho de peso e hipoglicemia. (LOPES et al.,
2012).

2.5.2.2 Incretinas

Hormdnios da incretina, sdo produzidos no intestino e potencializam a secrecdo de
insulina quando a glicose € ingerida por via oral, o que é conhecido como efeito incretina
(CROOM; MCCORMACK, 2009). Este efeito corresponde 50 a 70% da insulina total
secretada ap0Os sobrecarga oral de glicose. A diminuicdo do efeito incretina é causada pela
reducdo na secrecdo ou por insensibilidade das celulas beta a acdo insulinotropica das
incretinas o que leva a contribuicdo para o desenvolvimento de DMII (PRASAD-REDDY;
ISAACS, 2015).

As principais incretinas sdo os peptideos semelhantes ao glucagon (GLP-1) e 2 (GLP-
2) e o insulinotropico dependente (GIP), sendo que o0 GLP-1 é o predominante, representando
cerca de 80% do efeito intestinal das incretinas (KAZAKOS, 2011).
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O peptideo semelhante ao glucagon-1 humano GLP-1, (glucagon like peptide 1), é
pertencente a classe dos hormdnios incretina que circula no organismo em duas formas ativas,
0 GLP-1 (7-37) e GLP-1 (7-36) amida. Onde a primeira € secretada nas celulas L
encontradas no ileo e no cdlon e no ileo intestinal, e a segunda é secretada no tecido
pancreético, e representa 80% de todo o GLP-1 circulante (GUPTA, 2013).

O GLP-1 exerce influéncia sobre multiplas fungdes fisiolégicas, incluindo um rapido
efeito de redugdo da glicose no sangue em resposta a absorcdo enteral de nutrientes
(JACOBSEN et al., 2009). Dentre suas funcdes estd aumento da secrecdo de insulina, inibi¢do
da secrecdo pés-prandial de glucagon, inibicdo da apoptose de células B, proliferacdo das
ilhotas pancreaticas, diminuicdo do esvaziamento gastrico apoOs as refeicBes, reducdo do
apetite e do peso corporal dentre outros. (Figura 1) (CROOM; MCCORMACK, 2009; LEE;
LEE, 2017).

Estomago
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¥ Motilidade géstrica
Célon
¥ Tempo de tansito dos alimentos

™~ Tecido adiposo
h GLP-1 » , #Escurecimento do tecido adiposos branco
T—— #+ Gasto de energia
— Cérebro
A w ¥ Captagdo de alimentos
\_/\\ = ¢ ¥ Peso corporal

Intestino ancreés :

e #* produgdo de insulina

. & Secregdo de Glucagon

sApoptose das células B
# Sobrevivéncia das células B
+ Gene transportador de glicose

Figura 1: Efeitos do GLP-1 (LEE; LEE, 2017).

Esses efeitos tornam o GLP-1 um potente agente redutor de glicose no sangue, capaz
de modular a progressdo do diabetes tipo 2. No entanto, o GLP-1 nativo é rapidamente
metabolizado pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) (Figura 2), encontrada em varios
tecidos e tipos de células, bem como na circulacdo (JACOBSEN et al., 2009).
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A acdo da enzima DPP-4 forma fragmentos sem efeito insulinotropico que sao
susceptiveis a uma rapida depuracdo renal, tendo o tempo de meia vida de cerca de 2 minutos
apos administracdo. Entretanto, ndo é uma opcdo pratica para terapia exogena sendo
necessario o desenvolvimento de formulacGes baseadas em agonistas sintéticos do receptor
GLP-1 com propriedades farmacocinéticas mais adequadas, com maior tempo de meia vida.
(JACOBSEN et al., 2009; VILSBOLL, 2007).

Existem 6 agonistas do receptor do GLP-1 disponivel no mercado atualmente. S&o eles:
Exenatida, Liraglutida e Lixesenatida de acdo curta, com tempos de meia-vida de 2,4, 2,3 e 4
horas respectivamente e Albiglutida, Semaglutida e Dulaglutida de acéo longa, de meia vida
em torno de 4 a 5 dias . Estes agonistas estdo distribuidos em uma variedade de 8 tipos de
formulacdes demonstradas na Tabela 3 e Figura 3:
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Tempo )
Nome Nome . . Mecanismo de agio
) ) Fabricante Aprovagio meia . .
comercial genérico . biologica prolongada
vida
) ) GLP-1resistente a DPP-
Bwetta Exenatide Amvlin 2005 24h 4
. . . . GLP-1 resistente a
WVictoza® Liragluide Novo Nosrdisk 2010 13 h
DPP-4
. Microesferasresistentes
Bvdureon Exenatide Astra Zeneca 2012 7d
a DPP-4
. . . GLP-1 resistente a
Adlyxin Lixisenatide Sanofi 2013 4h
DPP-4
. GLP-1 recombinante
o Glaxo Smith ) )
Tanzeum Albiglutide - 2014 5d ligado a albumina e
ine
resistente a DPP-4
. ) ) GLP-1 resistente a
Trulicity  Dulaglutide Elvy lilly 2014 45d .
DPP-4 ligado a [gG4
] ) ) GLP-1 resistente a
Saxenda  Liraglutide NWowvo Nordisk 2017 13h
DPP-4
) ) ) GLP-1 resistente a
Ozempic Semaglutide Novo Nordisk 2017 5d
DPP-4

Tabela

3: Formulagdes comercializadas pela FDA contendo agonistas do receptor do GLP-1 (ICART LUIS, 2019).
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Figura 3: Estrutura quimica dos analogos do GLP-1 humano e a agdo da enzima DPP-4 (YU et al., 2018).

O Exenatida foi o primeiro andlogo de GLP-1 comercializado, aprovado pelo FDA em
2005, é uma versdo sintética do exendin-4, que foi isolada da saliva do lagarto monstro de
Gila. E resistente a enzima DPP-4 pela troca de glicina8 no lugar de alanina8, residuo no qual
a enzima DPP-4 atua. Devido sua semelhanca com o GLP-1 (homologia de 53%) produz o
mesmo efeito antidiabético por este peptideo e possui um tempo de meia vida relativamente
curto devido a depuracdo renal deste peptideo (cerca de 2 a 4 horas), sendo necessario a
administracdo subcutanea duas vezes ao dia. (BARRINGTON et al., 2011; LEE; LEE, 2017).

O Albiglutida foi aprovado pelo FDA em 2014, possui 97% de homologia com o0 GLP-1
humano e diferencia-se pela substituicdo de dois aminoacidos alanina por glicina ligada a uma
molécula de albumina o que torna o tempo de meia vida mais prolongado (cerca de 5a 7
dias), permitindo administracdo subcutanea uma vez por semana (BUSH et al., 2009; TUAN
GIAM CHUANG; KRAGH-HANSEN; OTAGIRI, 2002).
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O Dulaglutida, também foi aprovado pelo FDA em 2014, com 90% de homologia 0 GLP-
1 humano. A molécula é formada pela fusdo de um dimero resistente a enzima DPP-4 e ligado
covalentemente a um fragmento Fc de imunoglobulina humana classe 4 (1gG4) tornando a
molécula mais sollvel e imunogénica. Além disso, certifica um tempo de meia vida em torno
de 5 dias sendo apropriado para administragcdo 1 vez na semana (BARRINGTON et al., 2011,
GLAESNER et al., 2010).

O Semaglutida € o mais novo agonista sintético do receptor de GLP-1, aprovado pelo FDP
em 2017, possui 94% de homologia com o0 GLP-1 humano, constituido por 3 substituicdes: na
posicdo 8 alanina por alfa-aminoisobutirico, na posi¢do 34 lisina em arginina e na posi¢cdo 34
acilacdo do peptideo com um espacador e cadeia de acidos graxos C-18 a lisina. Essas
modificacfes tornam a molécula menos susceptivel a acdo da enzima DPP-4 e permitem uma
forte ligacdo com a albumina reduzindo a depuragéo renal e conferindo um maior tempo de
meia vida sendo administrada apenas 1 vez por semana. (KAPITZA et al., 2015; LAU et al.,
2015).

Ja o Lixesenatida foi aprovado pelo FDA em 2016, possui alta afinidade pelo GLP-1
humano (cerca de 4 vezes comparado ao GLP-1 nativo). As modificagdes constituem na
delecdo de um residuo de prolina e adicdo de seis residuos de lisina C-terminal tornando a
molécula mais resistente a acdo da DPP-4 e sendo administrada 2 vezes ao dia devido seu
tempo de meia vida curto (cerca de 2 a 4 horas) (CHRISTENSEN et al., 2011; LEE; LEE,
2017).

E por fim, o Liraglutida que possui 97% de homologia com o GLP-1 humano,
diferindo apenas na substituicdo arginina34 por lisina e uma adicdo de acido glutdmico e
acido graxo livre de 16 carbonos a lisina 19 (Figura 4). Sua meia-vida em humanos € de
aproximadamente 13 horas ap0s a subcutanea injecdo, permitindo administragdo uma vez ao
dia (JACOBSEN et al., 2009; ROLIN et al., 2002).

C-16 fatty acid
(palmitoyl)

Figura 4: Esturuta Quimica Liraglutida.

Estudos com receptores in vitro demonstraram que o Liraglutida é um agonista potente
e seletivo no receptor GLP-1 humano, e estudos in vivo demonstraram que este peptideo
promove redugdes clinicamente significativas na hemoglobina glicada (HbAlc) de 0,8-1,5%,
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seja administrado em monoterapia ou em combinacdo com metformina, glimepirida,
rosiglitazona ou insulina. O Liraglutida também tem varios outros beneficios clinicos,
incluindo reducbes no peso corporal e pressao arterial sistdlica e baixas taxas de hipoglicemia
(JACOBSEN et al., 2016).

O Liraglutida é encontrado no mercado atualmente em duas formulagdes: Victoza® e
Saxenda®, ambos do mesmo fabrincante, Novo Nordisk sendo aprovados pelo FDA em 2005
e 2017 respectivamente. As duas formulgdes sdo compostas com 6mg/mL em uma caneta
com administragédo subcutanea 1 vez ao dia.

O Victoza® ¢ indicado para tratar DMII quando dieta e exercicio sozinhos ja nao
conseguem controlar seu nivel de agucar no sangue. O tratamento € iniciado com 0,6 mg por
dia, durante 1 semana. Esta dose inicial destina-se a reduzir os sintomas gastrointestinais.
Apobs 1 semana, a dose é aumentada para 1,2 mg e pode ser aumentada para 1,8 mg com base
no controle glicémico individual (DA CONCEICAO; DA SILVA; BARBOSA, 2017;
JACOBSEN et al., 2016).

O Saxenda® € indicado em associacdo a uma dieta hipocaldrica e aumento do
exercicio fisico para controle cronico de peso em adultos com indice de Massa Corporal
(IMC) de 30 kg/m? ou mais (obeso/muito acima do peso) e IMC de 27kg/m? correspondente a
pessoas com sobrepeso e problemas de saude relacionados ao peso. O tratamento € iniciado
com uma dose menor (0,6mg), que sera aumentada gradualmente ao longo das primeiras
semanas até atingir a dose de 3,0 mg, que serd& mantida da quinta semana em diante
(MCEVOY, 2016).

Apesar das formulaces dos agonistas do receptor GLP-1 serem mais caras do que
outros medicamentos disponiveis no mercado, seu uso oferece vantagens com relacdo a
reducdo da hemoglobina glicada (HbALc), pressdo arterial, perda de peso, protecéo
cardiovascular e menor risco de hipoglicemia.

2.6 Vias de Administracao
2.6.1 Viasubcutanea

A escolha da via de administracdo de um medicamento é realizada de acordo com 0s
seguintes fatores: tipo de acdo desejada (local ou geral), rapidez da acdo desejada e a natureza
(composicao quimica) que depende da volatilidade, resisténcia ao suco gastrico e solubilidade
dos farmacos (P1ZZOLATO; DE, 2013).

A via subcutanea € indicada como via de segunda opc¢do para a administracdo de
farmacos quando a via oral ndo é uma opcdo pratica, no entanto ha controvérsias e pouca
aderéncia ao seu uso (GOMEZ; RESTREPO; BRUERA, 2005).

A administracdo de GLP-1 e andlogos por via subcutanea é eficaz em termos de
biodisponibilidade, mas € invasivo, causando desconfortos (dor), infeccdo local, reacGes
cutaneas, como lipoatrofia e lipohipertrofia, o alto custo, necessitam de preparacdes estéreis e
podem apresentar dificuldade para autoadministracdo ocasionando a diminuicdo da adesdo do
paciente ao tratamento (ASTRUP et al.,, 2009; LOPES et al., 2012). Além disso, a
administracdo sistémica de proteinas requer injecdes repetidas, que podem promover uma
menor eficacia terapéutica devido a obtencdo de niveis sanguineos irregulares do farmaco e
baixa adesdo do paciente a terapia (Carrascosa et al., 2004).
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2.6.2 ViaOral

A via oral (VO) é a administracdo do farmaco através da cavidade bucal, sua principal
finalidade é conduzir o medicamento ao estdbmago e intestino para serem absorvidos e levado
por via sanguinea aos tecidos susceptiveis. A VO € a via mais utilizada (representa mais da
metade do mercado de medicamentos), por apresentar caracteristicas como seguranca,
economia, facilidade de administracdo, indolor e é facilmente armazenada (ndo exige
refrigeragdo na maioria dos produtos).

Apesar dessas vantagens, a via oral ndo é favoravel a administracdo da maioria das
proteinas e medicamentos polipeptidicos disponiveis atualmente, pois enfrenta dois desafios.
O primeiro € a protecdo contra a barreira metabdlica no trato gastrointestinal (TGI). Todo o
TGl e o figado tendem a metabolizar proteinas e peptideos em fragmentos menores de 2 a 10
aminoéacidos com a ajuda de uma variedade de enzimas proteoliticas (proteases), que sao
representadas por quatro tipos principais: protease aspartica (pepsina e renina), cestinil
proteases (papaina, endopeptidase), metaloproteases (carboxipeptidase-A, ECA) e serinil
proteases (trombina e tripsina). O segundo problema ¢ a auséncia de um sistema transportador
para absor¢do de peptideos com mais de trés aminoacidos, como conseqliéncia a ma absorcéao
e capacidade limitada de transporte através da barreira epitelial intestinal (LIU et al., 2003;
SINHA; KUMRIA, 2001).

Dessa forma, nas Ultimas décadas novas estratégias para administracdo de proteinas
tém sido investigadas para superar os obstaculos encontrados neste tipo de formulacdo (FIX,
1996). O desafio no design de veiculos para administracdo oral de peptideos necessita atender
alguns critérios como permanecer intactos no trato gastro intestinal a fim de proteger o
farmaco da degradacdo quimica e enzimatica, além disso precisam ser absorvidos a uma taxa
eficiente para ser terapeuticamente eficaz (SEMALTY1 et al.,, 2007; VANDAMME et al.,
2002).

2.7 Formulac6es de Peptideos Oral

A rota mais conveniente para a entrega sistémica de produtos farmacéuticos € a via
oral. No entanto, tentativas de fornecer peptideos por via oral ndo tem sido amplamente bem
sucedido. A biodisponibilidade por esta via é baixa devido a suscetibilidade dos peptideos a
hidrolise e pela presenca de enzimas proteoliticas no TGl que levam a degradacdo de
peptideos. Uma maneira de superar barreiras enzimaticas € modificando a estrutura peptidica
aumentando sua resisténcia a degradacdo enzimatica sem diminuir sua poténcia. Existem
alguns exemplos de drogas peptidicas modificadas com atividade oral melhorada.

Em 2007, dois medicamentos biotecnologicos (interferon alfa e horménio do
crescimento humano) que podem ser administrados por via oral sdo conhecidos por estarem
em desenvolvimento clinico nos Estados Unidos (SEMALTY1 et al., 2007).

A BioSante Pharmaceuticals desenolveu um sistema baseado em fosfato de célcio
para administrar insulina por via oral chamado fosfato de calcio-PEG-insulina-caseina
(CAPIC). Particulas de fosfato de célcio contendo insulina foram sintetizadas na presenga de
PEG-3350 e modificadas pela agregagdo de particulas de caseinas para obter o sistema de
distribuicdo de insulina oral, CAPIC. Estudos em ratos diabéticos mostraram que a
administracdo oral de insulina através do novo sistema era eficaz na redugdo e na manutencdo
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dos niveis de glicose no sangue. A formulacdo mostrou resultados positivos em testes pré-
clinicos e provavelmente serd uma alternativa as injecdes de insulina (MORCOL et al., 2004).

Em 1995 foi aprovado o DDAVP (desmopressina), para o tratamento de pacientes
com diabetes insipido craniano. O DDAVP difere estruturalmente do peptideo de ocorréncia
natural, vasopressina, em duas posi¢cdes. DDAVP possui acido mercaptopropoinico em vez de
hemicistina na posicdo 1 e D-arginina no lugar de L-arginina na posicdo 8. Essas
modificacbes levam a maior estabilidade contra a degradacdo proteolitica e aumento da
permeacao na membrana. No entanto, a dose de peptideo necessaria para comprimido ainda é
muito maior do que o necessario pela administracdo parenteral (NIU; CHIU, 1998).

Um grupo de pesquisadores desenvolveu sistemas de administracdo por via oral de
insulia mucoadesivos utilizando hidrogéis de lectina. Desenvolveram uma classe de hidrogéis
de complexcdo compostos de acido metacrilico enxertados com cadeia de etileno glicol
(P(MAA-G-EG)) funcionalizados com glutamina de gérmen de trigo (WGA) com o objetivo
de realizar a administracdo oral de insulina com eficacia. Os transportadores do farmaco
foram utilizados para minimizar os efeitos do ambiente do trato gastrointestinal e para carrear
a insulina até o intestino delgado superior, explorando a mudanca do pH entre essas regides.
O aprisionamento da insulina na rede polimérica ndo foi afetado pela funcionalizagdo WGA e
a eficiéncia de encapsulacéo foi de 75% tanto nas microparticulas funcionalizadas quando nas
ndo funcionalizadas. Em janeiro de 2006 o FDA aprovou o langamento de insulina humana
para inalagdo em pd. O produto foi introduzido no mercado dos Estados Unidos em Dezembro
de 2006 (PEPPAS, 2004; SEMALTY1 et al., 2007).

A Savaysa (Edoxaban),e um medicamento anticoagulante oral, inibidores do fator Xa.
Foi desenvolvido e aprovado em julho de 2011 no Japdo, para prevencdo de
tromboembolismos venosos apés cirurgia ortopédica de membros inferiores, e aprovado no
Estados Unidos pela FDA em janeiro de 2015 para a prevencdo de acidente vascular cerebral
e embolia sistémica do sistema nervoso ndo central (CHAN; PISANO, 2015).

Em 2012 foi lancado o Linzess, contidos em capsulas para administracdo oral.
Linaclotida € um peptideo agonista de guanilato ciclase usado para tratar sindrome do
intestino curto e constipacdo idiopatica crénica. Funciona aumentando o liquido do intestino e
ajudando a acelerar o movimento dos alimentos através do intestino (KINTZING;
COCHRAN, 2016).

O Entresto, aprovado em 2015, sdo comprimidos revestidos compostos por Sacubitril
e Valsartana para o tratamento de insuficiéncia cardiaca crénica. Este medicamento funciona
blogueando os efeitos da neprilisina através do sacubitril, e do receptor angiotensina Il atraves
da valsartana. Por acdo multimodal, o sacubitril mais o valsartan aumentam a resposta
benéfica do sistema neuro-hormonal do coracgdo, inibindo os efeitos prejudiciais do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (FALA, 2015).

No periodo de 2014 a 2016 foram aprovados cinco medicamentos peptidicos de
administracao oral (comprimidos revestidos) para o tratamento da hepatite cronica, sao eles:
Daklinza (Daclatasvir), indicado para o tratamento de infeccdo cronica pelo virus da hepatite
C (HCV) em pacientes adultos com infec¢do por HCV de gendtipos 1 e 3 (MONTGOMERY
et al., 2016). O Technivie composto por ombitasvir, inibidor da NS5A do virus HCV,
paritaprevir, um inibidor de protease NS3/4 A e ritonavir, um inibidor da CYP3A, ¢ indicado
para o tratamento de pacientes com hepatite C crénica do gendtipo 4 sem cirrose ou com
cirrose compensada (ZAJAC et al., 2019). O Zepatier ¢ um medicamento combinado com
Elbasvir, um inibidor da NS5A e Grasoprevir, um inibidor de protease NS3/4A, indicado para
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o tratamento da Hepatite C em pacientes com geno6tipos 1 e 4 (RATRA; LOFTUS, 2017).
Harvoni composto por Ledipasvir, um inibidor da proteina NS5A essencial para replicagdo e
montagem dos virus e Sofosbubir, inibidor da RNA polimerase (SOFIA; LINK, 2017).
Viekira Pak composto por ombitasvir, veruprevir e ritonavir que atuam respectivamente como
inibidor de NS5A, inibidor de protease NS3/4A e um inibidor da polimerase NS5B né&o-
nucleotideo que atuam em trés diferentes estagios do ciclo de vida da doenca, inibindo a
reproducdo do virus (RAEDLER, 2015).

Além desses, também estdo no mercado 3 medicamentos peptidicos oral para o
tratamento do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) demonstrado na Tabela 4. S&o eles:
Evotaz composto por atazanavir, azapeptideo inibidor de protease do HIV e cobicistate,
inibidor seletivo baseado no mecanismo de acdo da inicib¢do do citocromo P450 e da
subfamilia CYP3A (DIONNE, 2019). O Genvoya composto por elvitegravir, inibidor da
integrase, cobicisato, retarda a degradacdo do elvitegravir aumentando o efeito antiviral,
tenofovir alafenamida que é um pré-droga do tenofovir, e 0 emtricitanina que € inibidor da
transcriptase reversa assim como o tenofovir (MEDICSUPPLY, 2017). E o Prezcobix
composto por danuravir, que impede a multiplicacdo do virus e cobicistate ja descrito
anteriormente (DIONNE, 2019).
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Mome Comercial Nome Genérico Aprovacdo Financiador Indicacdo
Entresto Sacubitril 2015 Novatis Insufu:lenrna cardiaca
Walsartan cronica
Birstol-M _—
Craklinza Baclastavir 2015 frete . yers Hepatite C Conica
Squibb
Ombitasvir
Technivie Paritaprevir 2015 Abbvie Hepatite CConica
Ritonawvir
Elbasvir .
Zepatier . 2016 Merck Hepatite C Conica
Grazoprevir
Evotaz Atazanavir e 2015 Birstol-Myers HIV
Cobicistat Squibb
Emtricitabine
Genvoya Tenofobir 2015 Gilead Sciences HIV
Alafenamide
Darunavir
Prezcobix . 2015 lanssen HIV
Cobicistat
Ironwood Sindrome do
Linzess Linaclotide 2012 Pharmaceuticals e |ntest|n_n|:u"rtne
Forest constipagdo
Laboratories idiopatica
i Ledipasvir i i i ..
Harvoni ) 2014 Gilead Sciences Hepatite C Conica
Sofosbuvir
Ombitasvir
Wiekira Pak Veruprevir 2014 Abbvie Hepatite C Cénica
Ritonavir

Tabela 4. Medicamentos contendo peptideo administrado por via oral
aprovados em 2012-2015.

2.8 Estratégias de formulacéo

As abordagens para contornar a acdo proteolitica devem se basear na visdo principal
da degradacdo do medicamento peptidico. As abordagens incluem: pr6 droga,
coadministracdo de inibidores de protease, uso de intensificadores de permeacdo e
surfactantes, uso de sistema transportador e /ou abordagens de formulacdo (SEMALTY1 et
al., 2007).

2.8.1 Pré farmacos

A estratégia de pré-farmacos é considerada uma das mais antigas para protecdo de
proteinas e peptideos. Os pro-farmacos consistem da modificacdo quimica das proteinas
tornado-as mais estaveis com meia-vida plasmatica aumentada (Tabela 5). As estratégias para
formacdo de pro-farmacos incluem substituicdo de d-aminoacidos, substituicdo de olefénica,
substituicdo de desidro-aminoéacidos, reducdo de carboxil, fixacdo de polietilenoglicol (PEG)
ao grupo amino, modificacdo de retro inversdo e modificacao de tio-metileno (BREWSTER,;
WALTHAM, 1981; WYVRATT; PATCHETT, 1985).
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Proteina/Peptideo Pré-droga

Hormonio liberador de S-gonadotrofina S-Gn-RH-A

Hormonio de crescimento Nonopeptide com D-Arg-6-GHRP-6
Hormdnio Luteinizante Buserelin, luproreline, gosereline
Vasopressina Desmopressin

Somatostatina Sandostatin

Tabela 5: Lista de pr6 farmacos de proteinas e peptideos (SEMALTY1 et al., 2007).

2.8.2 Inibidores das proteases

Os inibidores das proteases podem ser coaadministrados com proteinas e peptideos
com o objetivo de alterar o ambiente para maxima estabilidade enzimatica. Esses inibidores
sdo avaliados em relacéo a sua capacidade proteolitica e demonstraram resultados positivos na
absorcdo oral de tetragastrina, insulina, arginina, inibidores de renina e vasopressina como
demonstrado na Tabela 6 (JENNEWEIN; WALDECK; KONZ, 1974; SAFFRAN et al.,
1988).
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Droga Inibidor de protease Resultados

Aprotinina, bactracina, bestatina, e epe s
Reducdo significativa na

digestdo de insulina e melhora
no perfil de absocao intestinal

camostatmesilate, inibidor de quimotripsina
FK- 488, glicolato de sddio, inibidor de tripsina
de soja

Insulina

Os niveis plasmaticos de glicose
Insulina Camostatmesilato diminuiram de maneira
dependente da dose

Vasopressina e .. Melhora no perfil de atividade
i Aprotinina
analogos da droga

Melhora significativa na entrega

Calcitocina Camostatmesilato .
da calcitonina

Tabela 6: Estudos de medicamentos protéicos com inibidores de protease (SEMALTY1 et al., 2007).

2.8.3 Intensificadores de permeacgéo

Outra técnica para protecdo de peptideos por via oral é a utilizacdo de intensificadores
de permeacdo. S&0 compostos que, quando adicionados a um soluto, aumentam sua absorcéo
através das membranas biologicas. Os intensificadores de permeacdo auxiliam as proteinas
(moléculas grandes) a atingirem niveis terapeuticamente significativos de absor¢do luminal
(ARUNACHALAM et al., 2011).

Os surfactantes sdo uma classe dos intensificadores de permeacdo que podem
estabilizar uma proteina contra a desnaturacdo durante varias etapas desde a incorporacao até
a liberacdo no local de entrega. O uso de surfactantes aumenta a permeacéo e a estabilidade
das formulacdes de proteinas e peptideos. Como exemplo o glicolato de sédio além de
aumentar a permeacdo, inibe a amino leucina peptidase e protege a insulina da protedlise
(ARUNACHALAM et al., 2011).

2.8.4 Sistemas tranportadores

Também sdo utilizados tipos especiais de transportadores para proteinas e peptideos
pouco absorvidos, que sdo instaveis no limen gastrointestinal por serem direcionados a um
tecido ou 6rgdo especifico. Um sistema transportador bem projetado protege a droga das
proteases intestinais e localiza a droga na membrana celular ou proximo a ela, para maximizar
sua forca motriz para a permeacdo passiva. Foram estudados varios novos sistemas
transportadores como vesiculas lipidicas, sistemas de particulas, emulsdes e sistemas
bioadesivos (CHEN; LANGER, 1998).

No entanto, pode-se concluir que uma variedade de abordagens é adotada na
formulacdo de peptideos orais de acordo com a natureza dos medicamentos e a matriz de
administracdo. A tabela 7 mostra as principais estratégias ja desenvolvidas para certas
formulacbes de peptideos e proteinas. Como exemplo, um polimero azo que € estavel no TGl
e se decompde na juncdo ileocecal, foi usado para carrear a insulina por via oral e
demonstrou-se promissor. Além disso, os conjugados de inibidores de quitosana-EDTA
protease tém sido utilizados para a administragdo de muitos peptideos (BERNKOP-
SCHNURCH; SCERBE-SAIKO, 1998; SAFFRAN et al., 1986). Varias formulacdes testadas
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para administragdo oral de proteinas incluem emulsdes, lipossomas, nanoparticulas e capsulas
revestidas com gelatina (SEMALTY1 et al., 2007).

Natureza das proteinas Abordagem de Formulagdo

Liofilizac8o usando crioprotetores e incorporando a

Instavel em solucdo i Py
droga em uma matriz de entrega como um pd sdlido

1. Incorporacao de surfactante hidrofilicos
Adsorcdo para matriz de {Polissorbato 20/80, Plurcnic F.68)
entrega 2. Adic3o de outra proteina concorrente da superfice
de adsorcao

1. Adigdo de surfactante para diminuir a auto-
associacdo
2. Uso de pro-farmaco menos soldvel, ex:
complexacdo com metal (zinco-insulina)

Alta concentracdo de proteina
necessaria no sistema de
entrega propenso a agregacan

1. Liofilizacdo
2 Formulacdo em tampdo com pH alto
3. Adic8o de sal basico soavel na matriz de
distribuicdo para neutralizar a degradacdo acida
4. Formulacdo da matriz de entrega de microporos
an invés de dispositivo maonolitico

Baixa estabilidade em pH baixo

Utilizar o processo de encampsulamento de

Sensibilidade ao calor ) i
homonizacdo a baixa temperatura

Tabela 7: Principais estratégias desenvolvidas para formulagdes de peptideos e proteinas.

2.9 Abordagens de Formulcéo

Os métodos para a producdo de formulagdes de proteinas sdo a emulsdo, coacervacao,
extrusdo, secagem por pulverizacdo e polimerizacdo que serdo descritos posteriosmente E
necessario ressaltar que em todos esses metodos, agentes de alta tensdo, alta temperatura,
calor e reticulacdo devem ser evitados ou minimizados, para garantir a estabilidade durante a
formulacdo (LEWIS, 1990).

Sabendo que as proteinas sdo mais estaveis no estado sélido do que no liquido, outras
estratégias de formulacdo vém sendo amplamente empregadas como a secagem por spray e a
liofilizacdo. Em um estudo, o horménio de crescimento humano (hGH) foi liofilizado para
obter uma forma mais estavel. Apos a remocdo da agua, dimiuiu o potencial de degradacdo
durante a liberacdo devido a diminuicdo da mobilidade das moléculas e assim, garantiu a
estabilidade e melhorou a biodisponibilidade da administracdo oral do horménio peptidico.
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Os sistemas de liberacdo poliméricos s@o amplamente utilizados pela industria
farmacéutica para o preparo de formulages com peptideos e proteinas. Os principais sistemas
poliméricos em estudo atualmente incluem as microparticulas, nanoparticulas e os hidrogéis.
Estes sistemas podem melhorar a terapéutica com peptideos e proteinas oferecendo uma
liberacdo prolongada e ou/ especifica, reducdo dos efeitos adversos como degradacdo das
proteinas no organismo resultando no aumento da biodisponibilidade do farmaco (MELO;
SILVA-CUNHA; FIALHO, 2013).

2.10 Microencapsulacéo

A microencapsulacdo é uma alternativa valida para administracdo oral de peptideos e
proteinas visto que neste método, € possivel aplicar diferentes estratégias adaptadas, de
forma a proteger os farmacos da degradacdo enzimatica e aumentar a permeabilidade
através do epitélio intestinal (SILVA et al., 2003).

As microparticulas (MPs) sdo definidas como pequenas particulas solidas e esféricas
com tamanhos que podes variar entre 1 a 1000pm. Subdividem-se em microesferas que
sd0 caracterizadas como sistemas matriciais, nos quais o farmaco esta homogeneamente
disperso no material polimérico e microcapsulas que consistem sistemas reservatorios, nos
quais é possivel identificar microdominios diferenciados do farmaco, que pode ser solido
ou liquido (Figura 5) (MENDES, 2011).

microesfera
com a mistura

microcapsula
com nucleo

microcapsula
com nucleo

microcapsula
com microdo-

microcapsula
com microdo-

solido nao-solido minios ou minios ou molecular da
nanodominios nanodominios matriz polime-
solidos nao-solidos rica e do agente

encapsulado

dominio anico mistura molecular

Figura 5: Esquema representativo microcapsulas e microesferas (BIRNBAUM; BRANNON-
PEPPAS, 2004).

A tecnologia de microencapsulacdo € utilizada na inddstria farmacéutica para
mascaramento de sabores ou odores, conversao de liquidos em sélidos, protecdo em relacdo
aos agentes atmosféricos (umidade, luz, calor, oxidacéo), reducdo ou eliminacdo da irritacdo
gastrica, administracdo de farmacos incopativeis, melhoramento das caracteristicas de
escoamento de pos, facilitagdo do manuseio de substancias toxicas, auxilio & dispersdo de
substancias insoliveis em agua em meio aquoso e producdo de formas farmacéuticas de
liberacdo controlada, sustentada e vetorizada (BIRNBAUM; BRANNON-PEPPAS, 2004,
DAS et al., 2011).
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Dentre as vantagens desses métodos, as mais especificas sdo:

) Liberacdo precisa de baixas doses de farmacos potentes;

i) Reducdo da concentragdo do farmaco em outros locais que ndo seja 0s 6rgdos ou
tecidos alvo e protecdo dos compostos labeis, antes e depois da administragdo até
que exergam sua acdo farmacolégica;

iii) Diminuicdo da frequéncia de administracéo;

iv) Eliminacéo de flutuacGes nos niveis séricos do farmaco;

V) Potencial reducdo de efeitos adversos;

As microparticulas poliméricas tém sido muito estudadas como sistemas de liberagdo
de peptideos e proteinas terapéuticos por promoverem liberacdo prolongada e protecdo contra
degradacdo do farmaco incorporado no organismo, resultando em uma maior eficicia
terapéutica.

As micro e nanoparticulas séo utilizadas para diferentes fins, como a administragéo de
proteinas e peptideo oral, em aplicagcdes oftalmicas, como adjuvantes de vacinas e como
formas de liberacdo de administracdo parenteral de citostaticos (BLANCO-PRIETO et al.,
1998; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).

O processo de microencapsulacédo foi representado pela primeira vez em 1931 com a
preparacdo de microcapsulas de gelatina. Este processo foi utilizado pela industria agricola
para fertilizantes e pesticidas, constru¢des navais com o intuito de proteger da corrosao e mais
tardiamente na industria farmacéutica para mascarar sabor e odor de certas substancias. Um
dos primeiros exemplos descrito na industria farmacéutica com este processo foi a
microencapsulacdo do &cido acetilsalicilico com o objetivo de reprimir a irritacdo gastrica.
(JYOTHI et al., 2010; SILVA et al., 2003).

Estudos comprovam que as micro/nanoparticulas podem aumentar a
biodisponibilidade oral de peptideos e proteinas. A escolha do método para preparar
nanoparticulas depende essencialmente do polimero e das caracteristicas de solubilidade do
composto ativo a ser associado a nanoparticulas. Entre os métodos gerais de
microencapsulacdo encontra-se a coacervacao, polimerizacdo, spray drying, e
emulsdo/evaporacao do solvente (DES RIEUX et al., 2006; SOPPIMATH et al., 2001).

2.10.1 Coacervacao

A técnica de coacervacdo também conhecida como separacdo de fases consiste na
obtencdo, a partir de uma solu¢do contendo uma macromolécula dispersa, de duas fases
liquidas imisciveis, uma fase de coacervado, em que a macromolécula estd presente em
elevada concentracdo e uma fase de equilibrio, em que a mesma estd em baixa concentracao.
Quando o sistema apresenta apenas uma macromolécula este processo é designado por
coacervacdo simples e quando estdo presentes duas ou mais moléculas de carga oposta é
referido como coacervacdo complexa (DAS et al., 2011).
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(a) (b) (c) (d) (e)

Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Figura 6. Representacdo esquematica das etapas do processo de microencapsulagdo por coacervagdo. ()
Dispersdo do agente ativo a ser encapsulado em uma solucdo de polimero. (b) Indugdo da coacervagao,
formando goticulas de coacervado. (c) Deposicdo de goticulas de coacervado em torno dos nucleos contendo
o principio ativo. (d) Colescéncia das goticulas de coacervado para formar uma camada polimérica; (e)
Endurecimento da camada polimérica por meio da difusdo do solvente. Fonte: SILVA et al, 2015.

2.10.2 Polimerizagéo

O processo de polimerizacdo € classificado pela polimerizagdo in situ e a
polimerizagdo interfacial (Figura?).

A polimerizacéo in situ envolve um processo monomérico no interior das goticulas de
uma emulsdo em que o mondmero de partida e o iniciador estdo na mesma fase. Ja a
polimerizacdo interfacial envolve uma rapida polimerizacdo de monémeros na interface de
uma emulsdo onde o monémero de partida é dissolvido na fase aquosa juntamente com o
farmaco e o iniciador na fase oleosa. (PERIGNON et al., 2015).

Filme copolimérico
Fase oleosa continua Monomer (b)
Iniciador + monémero (b) initiator
Polimerizacdo
_—
Interfacial
Gotas aquosas
Monoémero (a)+ tarmaco
Fase oleosa continua () . )
@ o Polimerizacdo
_
< .
- mn-situ
Gotas aquosas
Mono6mero + iniciador + farmaco

Figura 7: Esquema representativo no método de polimerizacgdo in situ e interfacial (ICART, 2019).
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2.10.3 Spray drying

A técnica spray drying representada na Figura 8, também conhecida como
nebulizacdo, consiste na dispersdo do farmaco numa solugdo orgénica ou aquosa do polimero
e 0 sistema é nebulizado numa corrente de ar quente. Apds a evaporacdo do solvente, as
microparticulas secas sdo recuperadas. E uma técnica simples e réapida, porém tem como
desvantagem o uso de calor que é capaz de afetar as propriedades de polimeros e farmacos
termo-sensiveis (SILVA et al., 2003).

Ar Aquecido Atomizador
© E
0000 Liquido de
°o:;>° Alimentacio
Ciamara de
Secagem => Exaustor
| S B

Ciclone
Coletor do po

Figura 8: Esquema representativo da técnica de spray drying (SOSNIK; SEREMETA, 2015).

2.10.4 Emulsificacdo/Extracéo do solvente

No método de emulsificacdo/evaporacao de solvente (Figura 9), envolve a preparacédo
de uma solucéo organica do polimero contendo o farmaco dissolvido e a sua dispersdo sob a
forma de microgotas em um meio de suspensdo (um liquido em que o polimero seja
insoldvel). Em seguida, ocorre a eliminacdo do solvente por evaporacdo. O ndo-solvente
devera ter um ponto de ebulicdo superior ao do solvente organico e devera ser imiscivel com
este. Podem ser utilizados diferentes tipos de emulsdes, 6leo/agua - O/A, A/O, A/O/A ou
O/A/O. As emulsdes O/A sdo vantajosas porque utilizam a agua como ndo-solvente, ou seja,
0 processo € econdbmico e ndo necessita de reciclagem, as particulas sdo faceis de lavar e
raramente aglomeram. A grande limitacdo é a sua utilizacdo exclusiva para farmacos
lipossoluveis. Como alternativa, a utilizacdo de sistemas anidros do tipo O/O e as emulsdes
multiplas A/O/A, A/O/O ou A/O/O/O que permitem obter rendimentos de encapsulacdo de
substancias ativas hidrossoltveis mais elevados (NOVIENDRI, 2014; SILVA et al., 2003).
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Processo de 5 3
mistura agitagio. Evaporagiio do Lavagem
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Figura 9: Esquema representativo do método de emulsao dupla com extragdo do solvente (TEWES et al., 2007).

Embora todas estas técnicas descritas anteriormente possam ser utilizadas para
producdo de micro e nanoparticulas, algumas apresentam desvantagens para microencapsular
peptideos e proteinas. A técnica de spray drying apresenta condicdes elevadas de temperatura
durante o processo dificultando a aplicacdo para substancias termolabeis como proteinas e
peptideos. Durante o procedimento de coacervagao € necessario garantir a total remocao do
agente coacervante devido a toxicidade que pode ser gerada. J& no procedimento de
polimerizacdo € dificil a remocdo dos mondmeros no produto. Essas desvantagens que
ocorrem durante o procedimento dificultam a escolha dessas técnicas para a micro e
nanoencapsulacao de proteinas e peptideos (PERIGNON et al., 2015; SILVA et al., 2003).

O método de emulsdo seguido de extracdo do solvente € o mais comumente descrito
na literatura para encapsular proteinas e peptideos. E o procedimento mais utilizado tanto em
escala industrial quanto laboratorial para microencapsular moléculas hidrossoltveis devido ao
menor custo e simplicidade do equipamento exigido. Embora seja 0 método mais utilizado,
alguns cuidados tem que ser tomados, como a evaporacdo total do solvente organico e o
controle da agitacdo (IQBAL et al., 2015; JELVEHGARI; MONTAZAM, 2012).

Realizando uma pesquisa no site do periddico CAPES em outubro de 2020, utilizando
como palavras-chaves “peptide microencapsulation” encontram-se 1997 resultados e
expandindo a busca € demonstrado 2577 trabalhos relacionados a este assunto. Se
adicionarmos o termo emulsdo, “emulsion peptide microencapsulation” é destacado 723 itens
e expandindo os resultados sdo encontrados 950 trabalhos, o que representa 39% do resultado
da busca total comprovando uma notdvel utilizacdo desta técnica para o método de
microencapsulacao.

2.11 Materiais Utilizados para Revestimento

Ap0s décadas de investigacdo, eixtem polimeros e copolimeros de diferentes naturezas
para desenvolver sistemas de administracdo oral baseados em micro e nanoparticulas. Os
principais critérios para a escolha do polimero para administracdo de farmacos tem sido a
compatibilidade, producdo direta e degradacdo que proporcionam uma liberacdo sustentada
dos farmacos encapsulados.

Os polimeros sdo classificados como sintéticos e naturais. Os polimeros naturais sdo
obtidos a partir de fontes como carboidratos e proteinas. Os polimeros sintéticos sao
subdivididos em ndo biodegradaveis e biodegradaveis, que sdo comumente utilizados na
industria farmacéutica. A natureza dos polimeros e suas propriedades fisico-quimicas
influenciam diretamente no tamanho das particulas e no perfil de liberagdo. Os polimeros
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naturais oferecem uma liberacdo mais rapida do farmaco, enquanto os polimeros sintéticos
permitem uma liberacdo prolongada podendo variar de dias a semanas (DES RIEUX et al.,
2006).

Os polimeros sintéticos comumente utilizados para producdo de particulas incluem o
poli(acido  latico-co-acido  glicolico)  (PLGA), policaprolactona  (PCL),  poli
(alquilcianoacrilatos), poli (etileno glicol) (PEG) e Eudragit. Os polimeros naturais incluem
albumina, gelatina, coldgeno e quitosana (DES RIEUX et al., 2006).

A modificacdo das propriedades da superficie das particulas pode ser realizada
revestindo a superficie com polimeros hidrofilicos, com surfactantes estabilizadores,
bioadesivos ou incorporando copolimeros biodegradaveis contendo porcdo hidrofilica na
formulacdo. Essas modificacOes alteram a hidrofobicidade, potencial zeta, propriedades de
mucoadesdo das particulas, adsorcéo de proteinas na superficie e principalmente, melhoram a
absorcdo oral das microarticulas (SILVA et al., 2003).

O poli (etileno glicol) (PEG) tem sido empregado como revestimento de particulas
para administracdo de farmacos. As cadeias de PEG formam uma barreira na superficie das
microparticulas que estabiliza o complexo e evita a opsonizacdo ou interacbes com
macrofagos (YONCHEVA; LIZARRAGA,; IRACHE, 2005).

O policaprolactona (PCL) € adequado para administracdo controlada de medicamentos
devido a alta permeabilidade e excelente biocompatibilidade. No entanto, este polimero se
degrada a uma taxa mais lenta que 0s outros biopolimeros tornando-o adequado para
microencapsulacao de formulagdes de liberacao lenta.
O PCL também pode ser utilizado junto com outros polimeros, tendo como vantagem cinética
de degradacao sob medida e facilidade de moldar e fabricar particulas com tamanho de poros
apropriados a liberacdo controlada de farmacos contidos dentro da matriz polimérica. O PCL
ja foi amplamente utilizado em dispositivos medicos como suturas, curativos e na odontologia
(LEJA; LEWANDOWICZ, MOHAMED; YUSOH, 2016).

O poli(acido latico-co-acido glicdlico), PLGA ¢é um polimero biodegradavel e
biocompativel. Na presenca de hidrélise, produz os monémeros de acido latico e glicélico
pelo ciclo de Krebs. No entanto, as mesmas caracteristicas que tornam o PLGA passivel de
liberacdo controlada, podem levar peptideos e proteinas a instabilidade. A acumulacdo de
acido carboxilico formados por hidrolise torna a matriz mais acida, iniciando a degradacéo
peptidica catalisada por acido (HOUCHIN; TOPP, 2008).
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2.12 Eudragit®

Ate a década de 1950, todos os medicamentos orais tinham uma grande desvantagem,
ndo era possivel controlar o tempo e o local de liberacdo das substancias ativas. Com a criacao
do Eudragit pela empresa Rohm & Haas GmbH em Darmstadt, tornou possivel a realizacéo
de revestimento dos farmacos, solucionando este problema. Os produtos Eudragit sdo
polimeros com graus variados de solubilidade. Os primeiros revestimentos de farmacos
desenvolvidos em 1953 eram sollveis em alcalinos, e portanto, resistentes a &cidos
estomacais. As substancias ativas ndo foram liberadas no estdbmago, mas no intestino, onde
deveriam ser ativados. Até os dias de hoje séo utilizadas variantes desse tipo de polimero para
o0 revestimento de farmacos solidos administrados por via oral, como comprimidos, capsulas e
granulos (NIKAM et al., 2011).

2.13Propriedades do Eudragit®

Copolimeros do acido metacrilico: copolimeros de metacrilato de metila (MMA) e
acrilato de etila (EA) como componentes ester com acido metacrilico (MA) séo utilizados
para revestimentos entéricos. Seu efeito entérico é atribuido a presenca de grupos de acidos
carboxilicos que séo transformados em carboxilatos a faixa de pH entre 5 e 7 por formacéo de
sal com alcalis ou aminas. Em agua pura e acidos diluidos formam um filme insolivel que é
resistente ao suco gastrico. O pH de dissolucdo do copolimero depente principalmente do
conteddo dos grupos carboxilicos, por exemplo: pol (MA-MMA) 1:1 (Eudragit L) e poli (Ma-
MMA) 1:2 (Eudragit S) (THAKRAL; THAKRAL; MAJUMDAR, 2013).

Através da difracdo em po dos tipos de Eudragit (L100, S100, RL e RS) é possivel
afirmar que este polimero apresenta uma natureza amorfa. O espectro de infravermelho,
mostra que este polimero possui vibracdes carbonilicas do grupo éster na faixa de 173-
1728cm™. Um dos fatores na descricdo das propriedades fisicas dos filmes poliméricos ¢ a
temperatura de transicdo vitrea (Tg), que é uma funcdo da mobilidade molecular dos
segmentos de cadeia polimérica. A temperatura de transicdo vitrea para os tipos de Eudragit
sdo: 9°C para Eudragit NE, 48°C para Eudragit E e maior que 150°C para Eudragit L e S
(THAKRAL; THAKRAL; MAJUMDAR, 2013).

O Eudragit é o polimero pH dependente mais utilizado na indUstria farmacéutica. E
um copolimero derivado do 4acido metacrilico e metilmetacrilato, e etilmetacrilato,
dependendo de sua composicao, comecam a dissolver em valores de pH entre 5, e 7,0. Existe
uma variedade de polimetacrilatos com diferentes tipos e caracteristicas de solubilidade.
Dentre os quais destacam-se o Eudragit E, L, S, NE, RL e RS (Figura 10) (CHOURASIA,
JAIN, 2003).
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Figura 10: Representacdo esquematica dos principais tipos de Eudragit (VANDAMME et al.,
2002).

De acordo com a estrutura quimica de cada tipo de Eudragit, diferente é a dissolucéo e
também a aplicagdo na inddstria farmacéutica. Desta maneira, o Eudragit E é solivel em pH
até 5,0 e e utilizado para mascaramento de sabor e na formacdo de revestimentos para
protecdo contra umidade. O eudragit L se dissolve em pH entre 5,5 e 6,0 e é empregado na
formulacdo de revestimentos entéricos. O Eudragit RS € insoltivel e pouco permeavel a agua,
ja o RL também ¢ insolivel mas ¢é altamente permeavel a agua. Tanto o Eudragit RS quanto o
RL sdo utilizados na formulacdo de produtos de liberacdo sustentada (CHOURASIA; JAIN,
2003; VANDAMMIE et al., 2002). A Figura 11 demonstra o pH e o local de solubilidade dos
diferentes tipos de Eudragit:

Versatile Polymers for Oral
Solid Dosage Formulations

Duodenum pH > 5.5

EUDRAGIT* L 30 D-55
EUDRAGIT®L 100-55

Heum, Colon delivery pH > 7.0
EUDRAGIT® S 100
EUDRAGIT®*S 12,5
EUDRAGIT* FS 30 D

Jelunum pH 6-7

EUDRAGIT® L1700
EUDRAGIT*L12S

EUDRAGIT*E 100
EUDRAGIT*E 12,5
EUDRAGIT®E PO

Tirme controlied mieaes
pHindepe adeat
EUDRAGITS RL 30 D
EUDRAGIT* RL PO
EUDRAGIT® RL 100

EUDRAGIT* RS 100
EUDRAGIT* RS 12,5
EUDRAGIT® NE 30 D
EUDRAGIT® NE 30 D
EUDRAGIT* NM 30 D

Figura 11: pH e local da solubilidade dos tipos de Eudragit (NIKAM et al., 2011).
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Os tipos de Eudragit mais utilizados pela industria farmacéuticasdo o E, L e S:

O Eudragit® E100 forma um filme com finalidade protetora, apresenta um sistema de
liberacdo convencional, onde o filme apenas protegera o comprimido sem alterar a liberacéo
que ocorrerd nos fluidos géstricos. Este polimero se apresenta em forma de granulos, sendo
solivel em solvente orgénico e nos fluidos gastricos em pH 5,0. Com isso é utilizado em
solucBes de revestimento com finalidade protetora, a fim de aumentar a estabilidade e as
propriedades mecanicas. Ele dispensa a utilizacdo de plastificante, por ser suficientemente
elastico. Sua temperatura de transicdo vitrea é relativamente baixa, em torno de ~ 48°C
(MOUSTAFINE; KEMENOVA; VAN DEN MOOTER, 2005; MOUSTAFINE; ZAHAROQV;
KEMENOVA, 2006).

O Eudragit® L100, tem como funcdo a liberacdo retardada de farmacos, permite
resisténcia do farmaco nos sucos gastricos, e libera o principio ativo nos fluidos intestinais,
caracterizando uma liberacdo entérica. Se apresenta sobre a forma de pd, sendo solivel em
solventes organicos). E capaz de formar revestimentos com capacidade entérica, sendo
liberado em pH 6,0. Neste tipo de polimero € necessario adicionar um plastificante, pois sua
temperatura de transicdo vitrea € alta, maior que 150°C. (FELTON et al., 1995;
MOUSTAFINE; ZAHAROV; KEMENOVA, 2006).

O Eudragit® S-100 (ES100) é um polimero que apresenta caracteristicas
gastroresistentes, se dissolve em solu¢des aquosas com pH maior que 7,0. Entdo, € muito
utilizado na industria farmacéutica na formulacdo de sistemas de liberagdo colonica. O ES
100 designa-se como um po6 branco, com 95% ou mais de polimero seco. E um produto
anidnico da polimerizacdo do acido metacrilico e do metilmetacrilato, sendo a proporcéo entre
grupos carboxila livres e grupos ésteres de aproximadamente 1:2 (Figura 12) (MENDES,
2011):

CH3 CH3
CH2 — l{? CH2— %
C::u l(;,‘zO
OH OCH3
vl A | 3

Figura 12: Estrutura Quimica do Eugragit S-100.
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Aplicacbes dos polimeros Eudragit na liberacdo de farmacos (GARG; GUPTA, 2008;
MULLIGAN, 1993; NIKAM et al., 2011; RAHMAN; ALlI, 2008):

Oftalmicos;

Bucal e sublingual;
Gastrointestinal
Intestinal

Colon;
Transdérmica;
Vaginal;

Vacinas;

A necessidade de formas de dosagem gastroresistentes proporcionou 0
desenvolvimento de tais sistemas de administracdo de medicamentos. As pesquisas resultaram
em formas de dosagens gastroresistentes com base em diferentes abordagens que podem ser
alcancadas utilizando diferentes graus de Eudragit (GARG; GUPTA, 2008):

Forma de dosagem de baixa densidade que causa flutuabilidade no liquido gastrico;
Forma de dosagem de alta densidade que € retida no fundo do estbmago;

Bioadeséo para mucosa estomacal;

Motilidade reduzida do trato gastrointestinal por concomitante administracdo de
medicamentos ou excipientes farmacéutico;

e Expansdo por inchaco ou desdobramento a um tamanho grande que limita o
esvaziamento da forma de dosagem através do esfincter pilorico.

Além da protecdo gastroresistente também é de interesse deste trabalho a
administracao intestinal de medicamentos. A administracdo sustentada de farmacos revestidos
com o polimero Eudragit, contormam o estdmago e liberam o farmaco no intestino. O
Eudragit L e S sdo duas formas de resinas acrilicas entéricas disponivel atualmente no
mercado. Ambos produzem filmes resistentes ao liquido gastrico e sdo soltveis nos liquidos
intestinal a pH 6 e 7, respectivamente. O Eudragit L esta disponivel como solugédo orgéanica
(isopropanol), dispersdo solida ou aquosa. O Eudragit S esta disponivel apenas como solucao
(isopropanol) e solido (RAHMAN; AL, 2008).

No entanto, conclui-se que novas estratégias para reducdo de custos e aumento da
estabilidade quimica e metabdlica de peptideos e proteinas, associada a vias alternativas de
administracdo e liberacdo de farmacos, estdo sendo estudado nas ultimas décadas, o que
possibilitou inimeros farmacos baseados em peptideos alcancarem o mercado. Atualmente,
cerca de 110 farmacos peptidicos estdo disponiveis para aplicacdo terapéutica, sendo alguns
considerados “block-busters” em vendas, como o etanercept/Enbrel® (artrite reumatdide/$8
bilhdes em 2011), rituximab/Rituxan® (linfoma ndo-Hodgkin de células/ $7 bilhdes em
2011), glargine/lantus® (diabetes tipo | e 11/ $4,8 bilhdes em 2001), pegfrilgrastim/Neulasta®
(mielossupressdo/ $3,5 bilhdes em 2001). Ainda se estima que a cada ano que passa, a taxa de
aprovacdo de farmacos peptidicos no mercado cresce disparadamente. Em 2015 a taxa de
aprovacao de farmacos biologicos (enzimas, peptideos e anticorpos) foi de um terco do total
de farmacos aprovados neste ano, um aumento significativo comparado com o ano anterior
que foi de um quarto aprovado (SANTOS, 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de um medicamento é um processo complexo que demanda a
integracdo de diversas areas. Assim, a presente proposta tem carater transversal tanto técnica
quanto social, pela inclusdo multidisciplinar em um mesmo projeto, de conhecimentos das
areas de engenharia quimica, engenharia de materiais e tecnologia farmacéutica, além da
possibilidade de geracdo de tecnologia genuinamente nacional e, ainda, transposicdo entre
conhecimento académico e aplicagdo comercial. Assim, a construgdo do conhecimento na
area de medicamentos é vital tanto para a saude e bem estar dos pacientes, quanto para o setor
farmoquimico brasileiro.

A administracdo de peptideos pela via sucutanea € eficaz em termos de
biodisponibilidade, mas apresenta dificuldade para auto-administracdo e pode ocasionar
desconfortos (dor), infec¢do local, reacdes cutaneas como lipoatrofia e lipohipertrofia, além
de apresentar o custo mais elevado se comparado com as formulagdes administradas pela via
oral. Esse conjunto de fatores dimui a adesdo do paciente ao tratamento.

A microencapsulacdo € uma alternativa valida para administracdo oral de peptideos e
proteinas visto que neste método, € possivel aplicar diferentes estratégias adaptadas, de forma
a proteger os farmacos da degradacdo enzimatica e aumentar a permeabilidade através do
eptélio intestinal.

No entanto, a presente proposta visa 0 desenvolvimento de formulagdes de Liraglutida
em sistemas micro estruturados para uso oral. Esta via além de ser a mais utilizada, € indolor
0 que contribui de forma significativa para melhor adesdo dos pacientes diabéticos ao
tratamento.
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4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Desenvolver composicGes farmacéuticas poliméricas contendo Liraglutida para
auxiliar no tratamento de diabetes tipo Il e obesidade com o intuito de ampliar as vias de
administragdo do peptideo e consequentemente melhorar a adesdo dos pacientes ao
tratamento.

4.2. Objetivos Especificos

i. Desenvolver microparticulas de Eudragit S100 carregadas com Liraglutida através da
técnica de dupla emulsdo com evaporacéo do solvente.

ii. Avaliar o rendimento e eficiéncia de encapsulacdo das formulacdes;

iii. Avaliar a morfologia e granulometria das particulas.

iv. Avaliar as caracteristicas fisicas quimicas das particulas através da termogravimetria;
v. Quantificar o peptideo na respectiva matriz polimérica;

vi. Analisar o perfil de liberacao in vitro das formulagdes.
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5 MATERIAIS

5.1 Materiais e Reagentes

e Alcdol Etilico - VETEC

e Alcool Isopropilico - VETEC

e Agua destilada e Milli-q

e Diclorometano - VETEC

e DMSO - Amresco

e Fluorescamina — Sigma-Aldrich

e Fosfato de sodio dibasico - Fabricante VETEC (cddigo de catélogo 225)
e Eudragit ® tipo S100 — Degussa

¢ Poliacetato de Vinila (PVA), Sigma-Aldrich, (31000-50000)
e Filtro 100KDa — MerckMillipore

e Victoza® (Liraglutida) 6mg/mL

5.2 Equipamentos e acessorios

e Agitador Mecéanico RW 20 digital — IKA

e Amicon — MerckMilipore

e Centrifuga: Fabricante Eppendorf, modelo 5804R, rotor F45-30-11
e Centrifuga: Fabricante DLS DynaPro NanoStar - Wyatt Technology
e Balanca analitica: Fabricante Shimadzu, modelo AY220

e Dispersor Ultraturrax: Fabricante IKA, modelo Dispersing system T10 basic
e Dispersor Ultraturrax: Fabricante IKA, modelo T 25 digital

e Estufa: Fabricante Splabor, modelo SP — 200

e Filtro 100KDa - MerckMillipore

e Leitor de placas Sinergy H1- BioTek

e Liofilizador L101 — Lotop

e Mastersize 2000 — Malvern

e Microscopio eletrdnico de varredura FEI-Quanta 259

e Phmetro: Fabricante Hanna Instruments, modelo HI 2221

e Placa eletromagnética — IKA

e SigmaPlot 12.5 - Systat Software, Inc., CA, USA
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6- METODOS

6.1- Preparo de Microparticulas

Inicialmente, foi realizada a producdo de composi¢cBes farmacéuticas poliméricas
contendo Liraglutida. As particulas poliméricas foram produzidas a partir do polimero
Eudragit S100 e da formualcdo comercial do medicamento de Liraglutida, Victoza®. O
método de producdo das particulas utilizado foi de emulsdo dupla e extracdo do solvente
(IWATA; MCGINITY, 1991) caracterizado através das seguintes etapas:

I. Para a preparacédo da fase organica (FO), o Eudragit foi solubilizado em 5 mL
de uma mistura de solventes contendo Alcool Etilico, Alcool Isopropilico e Dicolometano na
proporcao de 6:4:5 respectivamente, com concentracdo final de 6% p/v.

ii. Em seguida, 200 uL de Victoza® (6mg/mL) (fase aquosa interna) foi
adicionada a fase organica com agitacdo em Turrax T10 durante 10 minutos a 20.000 rpm
para a formacéo da primeira emulsédo do tipo agua em 6leo (A/O).

iii. A primeira emulsdo formada foi gotejada em 20 mL de uma solucdo aquosa de
PVA a 2% (fase aquosa externa) com agitacdo em Turrax T10 a 20.000 rpm durante 10
minutos para formar a segunda emulséo do tipo &gua em 6leo em agua (A/O/A).

iv. Para a evaporacdo da mistura de solventes o material ficou sob agitacdo
mecanica durante 2 horas a temperatura ambiente.
V. Foi realizada a retirada dos ativos ndo aprisionados por 3 ciclos de

centrifugacdo e lavagem com &gua ultrapura, durante 10 min a 5000 rpm (ap0s a
centrifugacdo o sobrenadante foi armazenado a -20°C para posterior quantificacdo dp
peptideo).

Vi. As microparticulas obtidas foram resfriadas em nitrogénio liquido por 5
minutos e liofilizacdo (152 uHg de pressao; 50°C de temperatura) por 4 dias.

As microparticulas foram desenvolvidas através do método de dupla emulsdo seguida
por extracdo do solvente. Para a obtencdo dessas formulagdes foram utilizados o peptideo
Liraglutida (1,2mg) e o polimero Eudragit S100 (300mg). Elas foram obtidas na forma de pds
liofilizados com o intuito de realizar a administracdo oral, permitindo a liberacdo controlada
do peptideo para minimizar os problemas gastrointestinais apresentados por esta via.

As microparticulas de Eudragit sem o peptideo também foram produzidas,
centrifugadas, lavadas, liofilizadas e caracterizadas pelas mesmas técnicas para comparacao
com as MPs contendo o ativo.
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6.2- Caracterizacdo das Microparticulas

6.2.1 Rendimento e Eficiéncia de Encapsulacao

O rendimento (RE) do processo foi calculado com base no percentual entre a massa
recuperada apos a liofilizacdo (MPt) em relacdo a massa total empregada na producdo da
formulacdo (peptideo (PEP0) + polimero (POL0)) representada pela Equacéo 1:

RE(%) = MPt 100
°) = (PEPo + POL0) *

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada pela quantificacdo do peptideo
existente na lavagem do sobrenadante (PEPs) que foi conservado a -20°C através método de
derivatizacdo quimica por fluorescamina. Esse valor é subtraido da quantidade de peptideo
utilizado na producéo da formulagdo (PEPO) e o calculo é representado pela Equacéo 2:

(PEPo — PEPs)
PEPo

EE(%) =

6.2.2- Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Para analise morfolégica pequenas porcdes das particulas liofilizadas foram fixadas
em suporte de microscopia chamado stubs com fita dupla-face de carbono e cobertas com
uma fina camada de ouro como material condutor. O processo para deposicdo do metal
utilizado foi o sistema de evaporacdo conhecido como ‘“sputtering”. Neste sistema, um
eletrodo recoberto de ouro € ligado ao potencial negativo de uma fonte de tensdo da ordem de
1 a 2 KV que € bombardeado com ions positivos. Os ions positivos sdo produzidos pela
ionizacdo do argbnio, injetado na camara de descarga, e 0 ouro se deposita sobre todas as
reentrancias e proeminéncias da superficie da amostra. As imagens foram obtidas através de
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), utilizando voltagem de 12,5KV.

A avaliacdo morfologica de sistemas nano e microestruturados é realizada a partir da
observacdo da forma, tamanho e superficie das particulas por meio das técnicas de
microscopia.
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6.2.3 Distribuicdo de Tamanho de Particulas (DLS)

Para a realizagdo desta analise, foram preparados lotes (n=3) de microparticulas vazias
(sem conter o peptideo). As particulas foram caracterizadas em aparelho Malvern Mastersizer
2000 laser diffraction particle size analyzer (Laboratdrio Engepol (PEQ/COPPE/UFRJ)).

As micoprasticulas foram pesadas e tranferidas para um Becker contendo tampao
fosfato de sddio 50mM (pH 4,5 e 8) sob agitacdo moderada, para cada mL de tampédo foram
adicionados 5mg da formulacdo. As aliquotas foram retiradas em tempos determinados de
acordo com cada pH. Em pH 4,5, as leitura foram realizadas no tempo zero e duas horas, no
pH 8 as leituras ocorreram nos tempos zero, 10, 20, 30, 40 e 60 min. Com a variacdo da
leitura é possivel afirmar se ha mudanca de distribuicdo de tamanho das particulas em funcao
do tempo e da faixa de pH utilizada.

6.3 Analise Termogravimétrica

As analises termogravimétricas das amostras foram realizadas usando o aparelho
TGA-50 Shimadzu, sob atmosfera de nitrogénio. Uma pequena quantidade das
microparticulas foi inserida no porta amostras do equipamento e submetida a um fluxo de
aquecimento de 20%min variando de temperatura ambiente (cerca de 24°C) até 600°C. Nessa
analise foram utilizadas as microparticulas com o peptideo, as microparticulas vazias (sem o
peptideo) e o polimero Eudragit S100 puro.

6.4 Liberacéo in vitro

Apos a liofilizacdo, 50mg da formulacéo foi pesada e misturada com 20 mL do meio
de liberacdo (tampdo fosfato de sddio pH 8,0) transferidos para o Erlenmeyer mantidos sob
agitacdo a 30rpm em estufa a 37°C. Depois de 1 hora e meia, 0 material foi transferido para o
Amicon com membrana de 100 KDa também mantidos sob agitacdo suave e estufa a 37°C.
Sob pressdo de nitrogénio, aliquotas de 4mL do material foram filtradas e coletadas de hora
em hora realizando a reposicdo do meio. As amostras coletadas foram congeladas em
nitrogénio liquido, liofilizadas por 4 dias e mantidas congeladas para posterior analise.

A coleta da amostra a partir do amicon teve como objetivo separar o peptideo do
polimero, pois a presenca do polimero leva a formacdo de um hidrogel que prejudica a
quantificacdo do peptideo. A quantificacdo do peptideo liberado no meio foi realizada pelo
método de derivatizacdo por fluorescamina.

A determinacdo da cinética de liberacdo foi feita através da analise de regressao linear
do grafico de dispersao, aplicando trés modelos:

e ORDEM ZERO: quantidade liberada por concentragdo pg/mL versus tempo (dias);

e HIGUCH: quantidade liberada por concentra¢do pg/mL versus raiz quadrada do
tempo (dias);

e PRIMEIRA ORDEM: log da quantidade liberada por concentragdo pg/mL versus
tempo (dias).
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A partir da andlise do coeficiente linear (r) obtido para cada um dos modelos,
determinou-se a cinética de liberacdo. O modelo que apresentou maior valor de R foi o
escolhido. O valor do fluxo de liberagdo (J) corresponde a inclinagéo (a) da porcéao linear da
curva de liberacdo para cada formulacéo.

6.5 Quantificacdo do Peptideo por Fluorescamina

As andlises quantitativas do peptideo no sobrenadante e na liberacdo in vitro foram
realizadas pelo método de derivatizacdo quimica por fluorescamina, que € um composto que
se liga as aminas primarias do peptideo gerando um produto fluorescente (UNDENFRIEND et al.,
1972). A curva de calibragdo, assim como as anélises dessas amostras foram obtidas no leitor
de placas através da fluorescéncia com emissao em 390 nm e excitagdo em 480 nm. A curva
de calibragéo foi realizada com diluicdo seriadas do peptideo em tampao fosfato pH 8,0 nas
seguintes concentragdes: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 ug/mL.
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7- RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Caracterizacao das Particulas

7.1.1.Rendimento

As formulagdes produzidas neste trabalho demonstraram rendimento variando de 42 a
68% (Tabela 8). Inicialmente a massa total do sistema (polimero + Victoza®) correspondia a
301,2 pg, mas nos ensaios de microescalas aqui utilizados realizaram-se 3 etapas de
tranferéncia de massa, assim a perda de poucos microgramas em cada etapa pode reduzir o
rendimento.

MPs Eudragit 5100
Formulacao Rendimento (%)

F1 42.7

F2 50.3

F3 54.5

F4 48.5

F3 60.4

F& 57

F7 B4.5

F& 47.9

F9 68.2

F10 5T.8
Meédia 55.18
Desvio Padrao 7.968

Tabela 8: Rendimento das microparticulas de Eudragit S100 carregadas

com Liraglutida
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Além da perda de massa durante as etapas do processo, € comum a formacdo de filmes
que pode ocorrer durante o gotejamento (formagdo da emulsdo). Sendo assim, é possivel
afirmar que o valor do rendimento é devido a um artefato de técnica. Para as anlises
subsequentes a massa recuperada de cada formulagdo foi suficiente, além disso, esse
problema é facilmente corrigido aumentando a escala da formulacéo.

O rendimento pode ser prejudicado devido as perdas atribuidas nas diversas etapas do
procedimento de formacdo de microparticulas. (AGARWAL; REDDY; KHAN, 2001).

O baixo rendimento em alguns casos pode estar correlato as perdas, como colagem da
solucdo polimérica no recipiente de vidro, perda de microesferas durante a etapa de lavagem
etc. A perda por aderéncia pode ser minimizada usando um aparelho de plastico ou polietileno
(JAIN; PANDA; MAJUMDAR, 2005). No entanto, com o aumento da escala, o rendimento
sera melhor como ja mencionado anteriomente.

Em um trabalho de microparticulas a base de polimetacrilato de insulina, o autor
alcangou um rendimento de 80%. (AGARWAL; REDDY; KHAN, 2001). Ja no estudo de
microesferas de insulina aprisionadas pelo Eudragit S100 para administragéo oral, apresentou
um rendimento variando de 36 a 82% (JAIN; PANDA; MAJUMDAR, 2005).

Os resultados obtidos para o rendimento estdo abaixo comparados aos dados da
literatura. Entretanto, pode-se afirmar que a massa perdida de formulacdo ndo estava no
sobrenadante, uma vez que a eficiéncia de encapsulacdo esta alta e os sobrenadantes
apresentavam aspecto limpido.
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7.1.2 Eficiéncia de Encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo de cada formulacdo foi obtida através da quantificacdo
do peptideo (liraglutida) no sobrenadante pelo método de derivatizagdo quimica por
fluorescamina com uma curva de calibragdo linear nas seguintes concenteacgdes: 0,05/ 0,025/
0,0125/ 0,006/ 0,003/ 0,00015 p/mL com coeficiente de regressdo linear r= 0,999 (Figura
13).

35000 -
30000 - y =612190x + 853.97
R?=0.9991

25000 A
()]
S 20000 -
=
(7]
£ 15000 -
£

10000 -

5000 -

O T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Concentragdo pg/mL

Figura 13: Curva de Calibragdo do Liraglutida e coeficiente e correlaco linear.

A avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%) tem por finalidade determinar a
porcentagem de farmaco incorporada ao sistema de liberagdo desenvolvido. A eficiéncia de
encapsulacdo foi realizada através do sobrenadante, ou seja, através do farmaco que ndo foi
incorporado na formulacdo. E a analise que determina a quantidade de farmaco real presente
na amostra.

Esta andlise apresentou resultados elevados para todas as formulagcbes, com valores
variando de 85 a 95% de eficiéncia. O valor de sua alta eficiéncia pode ser explicado através
do seu tamanho: particulas micrométricas possuem valores elevados de area/volume e
permitem que moléculas sejam encapsuladas com facilidade em seu interior.



59

MPs Eudragit 5100
Formulagdo Eficiéncia (%)

F1 87.22

F2 85.95

F3 B88.41

F4 54.11

F3 59.5

F6 86.94

F7 96.65

F& 95.13

F9 95.99

F10 94.85
Média 91.475
Desvio Padrao 4,234

Tabela 9: Eficiéncia de Encapsulacéo das respectivas microparticulas de
Eudragit S100 carregadas com Liraglutida

Segundo Gomes e colaboradores 2006, a eficiéncia de encapsulacdo se refere a
quantidade de farmaco incorporada ou adsorvida na matriz polimérica. Alguns fatores
podem influenciar na capacidade de encapsulamento, como as interacdes entre o farmaco e
0 polimero e a solubilidade do farmaco na matriz polimérica.

Em um estudo sobre formacdo de microparticulas e 0 mecanismo da emulsdo simples
e dupla com extracdo do solvente, o autor afirma que para um encapsulamento bem sucedido,
é necessario que as condi¢cbes da formulacdo produzam as microgotas com didmetro muito
menor gque o da emulsdo secundaria (ROSCA; WATARI; UO, 2004).

Também se deve atentar para a concentracdo de polimero utilizada. Segundo Cozar-
Bernal e colaboradores 2011, em um trabalho com microparticulas de insulina, a eficiéncia de
encapsulacdo deste peptideo foi diminuida a medida que a quantidade de polimero na fase
organica foi aumentada. (COZAR-BERNAL et al., 2011). Tendo em vista essas informacdes,
pode-se afirmar que tanto a proporcdo do farmaco e polimero quanto a solubilidade do
polimero apresentou resultados positivos considerando eficiéncia de encapsulacdo superior a
85%.

Em um trabalho sobre nanoparticulas de Eudragit L carreadas com insulina, pesos
moleculares poliméricos mais altos, resultam em maior eficiéncia de encapsulacdo do
peptideo (JELVEHGARI et al., 2010).

Para alcancar elevada eficiéncia de encapsulacdo, é necessério analisar desde o
tamanho da cadeia do polimero escolhido e sua solubilizacdo até cada uma das etapas
contidas no processo de microencapsulagdo e principalmente o tempo e a rotagdo utilizada
para a formacdo das microparticulas.
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Microesfera de Eudragit contendo diclofenaco de sodio apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo em torno de 41 a 65% e afirma que a eficiéncia das microesferas aumenta com o
aumento na porcentagem de PV A utilizada enquanto a eficiéncia diminui com o aumento da
quantidade de polimero na fase organica. Isto pode ser explicado devido ao maior tempo
necessario para a precipitacdo do polimero quando encontrado em maior quantidade
(DESHMUKH; NAIK, 2013).

7.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura

As microparticulas de Eudragit S100 carregadas com Liraglutida apresentaram aspecto
de pd esbranquicado e disperso, e a partir desse material foi realizado o ensaio de microscopia
eletronica de varredura. Analisando as imagens da Figura 14 pode-se observar a presenca de
microparticulas esféricas, com superficie lisa e sem presenca de poros.
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Figura 14: Microscopia Eletronica de Varredura de particulas poliméricas contendo Liraglutida.
Em A, imagem com aumento de x3000, em B x2000, em C x1000 e em D x5000. Todas as

imagens obtidas com 15kV, barras em micrometros indicadas nas figuras.

O peso molecular do polimero afeta o tamanho das particulas, ou seja, quanto maior o
peso molecular, maior o tamanho da particula (JELVEHGARI et al., 2010).

Segundo losif Daniel e colaboradores 2004, em um trabalho utilizando a mesma
técnica de microencapsulacdo (emulsdo dupla seguido por extracdo de solvente) evidenciaram
na triagem da microscopia eletrénica de varredura que as microparticulas sdo esféricas e tem
superficie lisa.

Com alta ampliacdo na imagem, observa-se uma fina camada de nanoparticulas
cobrindo a superficie das microparticulas, o que costuma ser comum nesta técnica de
microencapsulacdo e também € possivel identificar neste trabalho na Figura 14 D. Se essas
nanoparticulas estivessem livres na superficie, elas seriam eliminadas no processo de
centrifugacdo (lavagem das particulas), mas a microscopia revela que provavelmente essas
nanoparticulas estdo aderidas na superficie das microparticulas. A camada nanoparticulada é
uma consequéncia direta do mecanismo de formacdo de particulas (ROSCA; WATARI; UO,
2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168365904003153#!
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7.1.4. Distribuicdo de Tamanho de Particulas

A determinacdo do didmetro hidrodindmico foi realizada mediante ao método de
distribuicdo de tamanho de particulas (DLS), de intensidade de espalhamento da luz pelas
microparticulas. Portanto, devido a relacdo entre a dispersdo da luz e o didmetro das
particulas, pode-se afirmar que as particulas com didmetros maiores proporcionam maior
dispersdo de luz que as particulas com didmetros menores (BARROS, 2014).

A anélise com a porcentagem de volume apresentou resultados variados de acordo
com pH e o tempo de dissolu¢do em tampao, demonstrados na Figura 15.
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Figura 15: Distribui¢do de tamanho de microparticulas de Eudragit S100, % volume. Em A microparticulas em

tampao fosfato de sddio pH 4,5 nos tempos 0 e 2 horas. Em B microparticulas em tampéo fosfato de sédio pH

8,0 nos tempos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos. As barras representam os desvios do padrdo em triplicatas n=3.

As microparticulas em pH 4,5, apresentaram no tempo 0 um carater bimodal, com
duas populagdes: uma primeira em torno de 15 um e uma segunda em torno de 70 um (Figura
15A). Apos 2 horas na mesma faixa de pH essas particulas continuam apresentando 0 mesmo
perfil (Figura 15 B) representado no tempo 0, mas com segunda populacdo em torno de 100
um. Esse aumento do tamanho pode ser explicado pela formagdo de aglomerados na aliquota
retirada no momento da leitura. Com base neste resultado, afirma-se que as microparticulas de
Eudragit ndo sdo solubilizadas em tampao &cido como demonstrado na Figura 15 A.

As microparticulas em pH 8,0, apresentam um carater unimodal para todos os tempos
analisados, com tamanho em torno de 50 pm. A partir de 60 min ndo é possivel realizar a
distribuicdo de tamanho dessas particulas, pois elas se apresentam solubilizadas no meio e nao
atingem o nivel de obscuridade necessario para leitura do aparelho, confirmando assim a
caracteristica pH dependente do polimero.

As Figura 16 e 17, mostram 0s mesmos resultados da andlise de distribuicdo de
tamanho, porém com diferente representacdo, os dados estdo inseridos em um grafico de
tamanho versus porcentagem cumulativa.
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Figura 16: Distribuicdo de tamanho de microparticulas de Eudragit S100 em % cumulativa. Em A
microparticulas em tampédo fosfato de sodio pH 4,5 nos tempos 0 e 2 horas. Em B microparticulas em tampao
fosfato de sédio pH 8,0 nos tempos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos. As barras representam os desvios padrdo em

triplicatas n=3.
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Figura 17: Distribuicdo de tamanho de microparticulas de Eudragit S100 em % cumulativa ampliada. Ambos
representam microparticulas em tampdo fosfato de sodio pH 8,0 nos tempos 0, 10, 20, 30 e 40 minutos. Em A o
tamanho (eixo x) varia de 1 pm a 10000 pm. Em B o tamanho varia de 10 pm a 1000pum. As barras representam

0s desvios da padrdo em triplicatas n=3.
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Em tampé&o fosfato pH 8,0, no tempo zero, 100% das particulas apresentam tamanho
de aproximadamente 80um e quando atinge aos 40 minutos no tampdao, 100% das particulas
possuem tamanho de aproximadamente 1000 um. Uma hipotese para explicar este resultado é
o efeito de intumsecimento, as particulas no processo de solubilizacdo vdo se aglomerando.
Como ja dito anteriormente, em 60 minutos as particulas ja estdo completamente solubilizadas
no tampdo e ndo obtém obscuridade (concentracdo) para leitura, comprovando assim que as
particulas nestas condic¢des sdo solubilizadas, diferentemente quando estdo na faixa acida (pH
4,5).

Para a confirmacdo desta hipotese, a figura abaixo demonstra as particulas sendo
solubilizadas no meio com tampéo pH 8,0 (Figura 18). Com o decorrer do tempo, o liquido
que contém as particulas e que inicialmente demonstra uma turbidez, vai se tornando
transldcida, o que comprova a solubilizacdo completa das particulas nesta faixa de pH.

Figura 18: Microparticulas de Eudragit em tampao fosfato de soédio pH 8,0. Em A representa o tempo 0, em B

apo6s 60min e em C ap6s 120min.

O didmetro da particula é o parametro global que abrange todos os parametros de
formulacéo: energias de emulsificagdo, concentragdo de polimero, concentracdo de agente
ativo de superficie, volumes de fase, viscosidades, etc (ROSCA; WATARI; UO, 2004).

No estudo de losif Daniel e colaboradores 2004, a emulsdo primaria foi preparada
sempre nas mesmas condicdes: 500ul de &gua dispersa em 5mL de solucdo de polimero a
20.000rpm, condigcdes bem semelhantes as utilizadas neste trabalho. Estes parametros tém
como finalidade manter sua distribuicdo de tamanho constante. J& o didmetro médio da
segunda emulsdo pode variar alterando a taxa de agitacdo e a concentracdo do polimero
empregada.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168365904003153#!
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Microparticulas desenvolvidas por emulsdo e extracdo de solvente utilizando Eudragit
RL para encapsular o farmaco Tamoxifeno, apresentaram didmetro médio de 2um (BARROS,
2014). Microparticulas obtidas utilizando o mesmo método e o polimero (Eudragit RL)
contendo o farmaco Nitrendipino (agente anti-hipertensivo) mostraram resultados de didametro
médio de 14 um (BASU; ADHIYAMAN, 2008). Ambos os resultados sao inferiores do que o
didmetro das microparticulas deste trabalho.

A diferenca entre estes resultados pode ser explicada de acordo com o tamanho do
farmaco a ser encapsulado, que pode interferir diretamente no tamanho da particula, o que
sugere que a encapsulacdo de peptideos leva a formagdo de microparticulas com didametros
maiores. Outro fator que pode influenciar diretamente no diametro sdo as adaptacOes
realizadas no método de formacdo das particulas, como nimero de lavagens, concentracdo do
polimero e rotacdo utilizada.

7.2 Analise Termogravimeétrica

A analise termogravimétrica € uma técnica termoanalitica que acompanha a variagao
da massa da amostra, em fungéo da temperatura.

No presente trabalho foram utilizadas microparticulas com o peptideo, microparticulas
vazias (sem o peptideo) e o polimero Eudragit S100 puro. Com o objetivo de comparar 0s
resultados para verificar se existe influéncia do peptideo e do processo de formacdo das
particulas na analise termo analitica do polimero.

Conforme demonstrado na Figura 19 e Figura 20, sdo apresentadas as curvas de
variacdo de massa em funcdo do tempo obtidas a partir do polimero de partida e das
microparticulas. A analise de TGA do polimero Eudragit S100 mostrou apenas um evento de
perda de massa, iniciando em torno de 450°C. As curvas de TGA para as microparticulas
também apresentaram um Unico evento de perda de massa, por volta de 475°C tanto para as
MPs cheias quanto para as MPs vazias. Comparando o termograma do polimero puro com o0s
termogramas das microparticulas observa-se um pequeno aumento das temperaturas maximas
de decomposicéo, sugerindo que o processo de formacdo das microparticulas ndo tem grande
influéncia nas temperaturas maximas de decomposi¢édo do Eudragit S100.
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Figura 19: Anélise termogravimétrica do polimero Eudragit S100
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A aplicacdo da andlise térmica permite observar as alteracdes fisicas e quimicas que
ocorrem nas substancias em funcdo da temperatura. Além disso, as técnicas de TGA e DSC
podem fornecer dados sobre pardmetros como pureza e compatibilidade entre os componentes
de uma formulacéo para a caracterizagdo de compostos (KLEEMANN et al., 2017).

Microparticulas de Eudragit RS carregadas de chalconas para uso oral, apresentaram
na analise termogravimétrica um evento de perda de massa ocorrendo na faixa de temperatura
de 320 a 450°C (KLEEMANN et al., 2017). Considerando que a degradacdo térmica desta
formulacdo comeca em uma temperatura mais baixa em comparacdo com as microparticulas
produzidas neste trabalho, pode-se concluir que as microparticulas de Eudragit do tipo S
possuem maior estabilidade térmica.

No estudo de microparticulas de Eudragit S100 carregadas com xilano, demonstra que
na analise termogravimetrica das particulas ha uma pequena perda de peso (2,73/%) entre 60 e
104°C devido a desidratacdo e um segundo evento endotérmico entre 360 e 430°C com perda
de peso de aproximadamente 90% correspondente a decomposicdo do polimero (SILVA et
al., 2013).

7.3 Liberagéo in vitro

A determinacdo do perfil de liberacao visa avaliar a cinética de liberacdo do farmaco
da matriz polimérica em fungéo do tempo.

De acordo com os dados da Tabela 10, a cinética é caracterizada como pseudo-
primeiraordem (Higuch). Esse modelo apresentou o maior valor de correlacdo linear (r =
0,9803). E o fluxo apresentado nesta cinética foi de 33.97 (ug.mL.dia).

Cinética Correlagao Linear  Fluxo{pg.mL-1.dia)
Ordem Zero 0.9615 9.96
Pseudo Primeira Ordem 0.9803 33.97
Primeira Ordem 0.9438 0.07

Tabela 10: Caracterizacdo da cinética de liberacéo.

Para realizar a quantificacdo do peptideo liberado na formulacdo, foi preparada uma
curva de calibracdo com Liraglutida nas seguintes concentragdes: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,56; 0,78 pg/mL. A curva apresentou coeficiente de regresséo linear r?= 0,994.
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No primeiro teste de liberagdo da microparticula, foi utilizado tampéo fosfato de sddio
na concentracdo de 50mM pH 8,0 que resultou uma liberacdo de baixa porcentagem do
peptideo. Essa baixa taxa de liberagdo é resultante do processo de dissolugdo de polimeros
carboxilicos, onde ocorre a ioniza¢do dos grupos carboxila desenvolvendo ions hidrogénios
na interface polimérica. O acumulo de hidrogénio dificulta a ionizacdo da cadeia polimérica
levando a diminuicdo da solubilizagdo dessas cadeias. Entdo, para solucionar tal problema, €
necessario a remocao dos ions hidrogénios na interface para aumentar a taxa de dissolucéo da
cadeia. Deste modo, é necessario adicionar no meio de liberacdo os carreadores de prétons
que atuam como promotores de difusdo, aumentando a taxa de remocdo dos ions hidrogénio
na interface do polimero. (NGUYEN; FOGLER, 2005).

Sabendo que o fosfato é um carreador de prétons, a medida que sua concentracdo é
aumentada na solucdo, mais transportadores estardo disponiveis para se difundir na interface
polimérica, captando os ions hidrogénio presentes nessa interface. Sendo assim, foi necessario
aumentar a concentracdo do tampdo fosfato de 50mM, para 200mM alcancando como
resultado uma liberagéo de 75% do peptideo em 4,h (Figura 20).

O valor do pH também influencia na solubilizacdo do polimero. O Eudragit tipo S é
solubilizado por reacdes de ionizacdo dos grupos carboxila como ja mencionado
anteriormente. A solubilidade do polimero é muito baixa em valores de pH inferiores aos
pKa. O Eudragit tipo S apresenta pKa em torno de 6, sendo assim, se o pH for acima de 7 a
solubilidade aumenta rapidamente (cerca de 17 vezes) (NGUYEN; FOGLER, 2005).

As microparticulas contendo Liraglutida apresentaram uma cinética de liberagdo in
vitro bifasica. Onde o primeiro estagio representa uma rapida liberacdo do farmaco (cerca de
45% de liberagdo em 1,5h) e o segundo estagio consiste em um aumento lento e gradual de
liberacdo, alcancando 75% em 4,5h (Figura 20). Existem dois fenbmenos que podem ser
caracterizados na Figura 20: a dessor¢do, também conhecida como efeito burst e a difusdo do
ativo.
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Figura 21: Perfil de liberacdo cumulativa in vitro de microparticulas de Eudragit S100

contendo Liraglutida em funcéo do tempo.
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I Efeito Burst ou Dessor¢édo

Em muitas formulacdes de liberacdo controlada, imediatamente apds a colocagdo da
matriz polimérica em contato com o meio de liberagdo, uma grande quantidade do composto
ativo incorporado é liberada antes que a velocidade de liberacdo alcance um perfil estavel.
Este fendmeno é comumente referido como efeito burst ou dessorcdo. Resultando em elevada
liberacdo inicial do composto ativo, além da redugdo do tempo de vida efetivo do sistema
(MEDEIROS, 2013).

O efeito burst no inicio da liberacdo (primeira etapa) pode ser referente ao fato do
polimero utilizado ser permeavel em solucdo aquosa, auxiliando o intumescimento da matriz
polimérica e a difusdo do farmaco encapsulado préximo a superficie das microparticulas para
0 meio.

A dessorcao do peptideo pode ser corrigida aumentando o nimero de lavagens durante
a formulacdo ou utilizando tensoativo para retirar o peptideo que nao foi encapsulado nas
particulas. Tendo em vista que a formulacéo sera para uso oral, o fenémeno de dessorcdo ndo
é considerado uma adversidade, argumentando que o polimero Eudragit do tipo S sO iniciara
sua solubilizacdo em pH acima de 7, 0, ou seja, quando atingir a porcao do intestino/ileo.

ii. Difusao do Ativo

Medeiros 2013, afirma que um composto ativo em matriz polimérica pode ser liberado
por difusdo, apos a sua dissolucdo nos canais da microparticula preenchidos por agua ou
através da degradacdo polimeérica. Conforme acontece o fendmeno de hidrdlise, ocorre
entrada do meio na particula, fazendo com que o ativo se difunda e seja liberado.

Este fenbmeno caracteriza a segunda etapa da liberacdo de microparticulas de
Liraglutida demonstrado na Figura 20. Esta segunda etapa € definida por uma liberagdo mais
lenta do peptideo ao longo do tempo, correspondente a dissolucdo da matriz polimérica.

Diversos estudos utilizando Eudragit como sistema carreador como Tamoxifeno
(BARROS, 2014), Zidovudina (SAHOO et al., 2005), Estavudina (NATH, NATH e
KUMAR, 2011), e Nitrendipino (BASU; ADHIYAMAN, 2008) apresentaram perfil de
liberacdo semelhante ao perfil apresentado neste trabalho, evidenciando uma cinética bimodal
definida por uma liberacdo mais rapida inicialmente seguida de uma liberacdo mais lenta,
sustentada remetendo-se a dissolucdo da matriz polimérica ao longo do tempo.

O carater bifasico na liberacdo de farmacos encapsulados pode ser descrito por dois
mecanismos (j& mencionados anteriormente): a capacidade de intumescimento em meio
aquoso tendo como resultado a formacéo de poros e canais na matriz polimérica e a liberacdo
dos respectivos farmacos por meio de reacdes de hidrélise das cadeias poliméricas devido a
degradacéo das microparticulas (FENANDEZ et al., 2012).
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8- CONCLUSAO

O método utilizado para o desenvolvimento das microparticulas apresentou eficiéncia
e reprodutibilidade para o desenvolvimento da formulacdo oral de Liraglutida, farmaco
utilizado no tratamento de DM tipo 2 e obesidade. Sendo assim, foi possivel estabelecer a
metodologia e condicOes experimentais tanto para o encapsulamento do peptideo quanto para
o teste de liberag&o in vitro.

As microparticulas apresentaram rendimento variado, elevada eficiéncia de
encapsulacdo e morfologia esférica. Na analise de distribuicdo de tamanho, as microparticulas
inseridas em meio basico (pH 8,0) apresentaram concentracdo suficiente para a realizacdo da
leitura no aparelho até o tempo de 40min, a partir de 60min ndo atingia concentracdo
necessaria, comprovando a solubilizacdo das mesmas nesta faixa de pH.

O uso do polimero promoveu protecdo do peptideo em meio acido simulado. As
microparticulas foram solubilizadas em meio basico simulado apresentando uma cinética com
75% de liberacdo do peptideo em 4,5 horas. Os resultados sustentam a continuidade do estudo
para o desenvolvimento da formulacéo de Liraglutida para uso oral.
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