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RESUMO

O 2-[2-(ciclohexilmetileno)hidrazinil)]-4-feniltiazol (RN104) destaca-se por sua
relevante atividade contra fungos do género de Cryptococcus e por sua baixa toxicidade.
No entanto, a elevada lipofilicidade (log P = 5,84) e a baixa solubilidade aquosa em pH
fisiolégico limitam sua biodisponibilidade oral. Para superar essas limitacdes, a
nanotecnologia foi explorada com o desenvolvimento de sistemas autoemulsionantes
(SEDDS, do inglés Self Emulsifying Drug Delivery System) e dos carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) para veiculacdo do RN104. Um método analitico por CLAE-
DAD foi desenvolvido e validado para a quantificagdo do RN104 nas formulagcdes. A
solubilidade do composto foi avaliada em diferentes excipientes para o
desenvolvimento do SEDDS e do CLN. Dentre as formulagdes desenvolvidas, o
SEDDS apresentou superioridade em termos de capacidade de carga do ativo (10
mg/mL), estabilidade (60 dias) e facilidade de preparo e escalonamento, em relacdo ao
CLN (1,5 mg/mL; 45 dias). A otimizagdo do SEDDS-RN104, utilizando um
planejamento experimental composto central com metodologia de resposta (CCD-
RSM), resultou em uma formulacdo com tamanho de particula de 118,4 = 0,7 nm e
eficiéncia de encapsulacdo de 99,4 + 0,1%. SEDDS-RN104 contendo palmitato de
ascorbila (0,1% p/p) como antioxidante apresentou estabilidade a temperatura ambiente
por 6 meses. Em um estudo farmacocinético realizado em camundongos, SEDDS-
RN104 administrado per os levou a um aumento de 21 vezes na AUCy.:do RN104 em
comparagdo com o farmaco livre. In vivo, a formulacdo demonstrou maior eficacia em
camundongos C57BL/6 (n=6 por grupo), com uma curva de sobrevida superior em
comparacdo a outros tratamentos. 1sso pode ser atribuido ao perfil farmacocinético
aprimorado, incluindo aumento do T, reducdo do clearance e elevacéo significativa do
Cmax. Esses resultados evidenciam que a incorpora¢do do RN104 no SEDDS superou as
limitacGes farmacocinéticas do composto, resultando em um ganho na eficacia

terapéutica, sendo uma alternativa promissora ao tratamento de infec¢@es fungicas.

Palavras-chave: biodisponibilidade oral, antifingico, nanoparticulas, SEDDS, CLN.



ABSTRACT

The  2-[2-(cyclohexylmethylene)hydrazinyl]-4-phenylthiazole ~ (RN104) exhibits
significant antifungal activity against Cryptococcus species and low toxicity. However,
its high lipophilicity (log P = 5.84) and poor aqueous solubility at physiological pH
limit its oral bioavailability. To address these limitations, nanotechnology was
employed through the development of self-emulsifying drug delivery systems (SEDDS)
and nanostructured lipid carriers (NLC) for RN104 delivery. An HPLC-DAD analytical
method was developed and validated for the quantification of RN104 in the
formulations. Solubility studies in various excipients were conducted to design effective
SEDDS and NLCs. Among the formulations, SEDDS demonstrated superior drug-
loading capacity (10 mg/mL), stability (60 days), and ease of preparation and scale-up
compared to NLC (1.5 mg/mL; 45 days). Optimization of the SEDDS-RN104
formulation using central composite design-response surface methodology (CCD-RSM)
resulted in a particle size of 118.4 + 0.7 nm and an encapsulation efficiency of 99.4 +
0.1%. The SEDDS-RN104 formulation containing ascorbyl palmitate (0.1% w/w) as
antioxidant was stable at room temperature for 6 months. In a pharmacokinetic study
performed in mice, SEDDS-RN104 administered per os lead to a 21-fold increase in
AUC,; of RN104, compared to free drug. In vivo, SEDDS-RN104 showed enhanced
antifungal efficacy in C57BL/6 mice (n = 6), with a survival curve superior to other
treatments. These findings may be related to the improved pharmacokinetic parameters,
including increased T, reduced clearance, and significantly elevated Cpax. These
results demonstrate that the incorporation of RN104 into SEDDS overcomes its
pharmacokinetic limitations, leading to a substantial enhancement in therapeutic

efficacy, being a promising alternative to the treatment of fungal infections.

Keywords: oral bioavailability, antifungal, nanoparticles, SEDDS, NLC.
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1. INTRODUCAO

A criptococose é uma infeccdo importante em pacientes imunocomprometidos e
também em imunocompetentes. Embora o fungo do género Cryptococcus seja
reconhecido, principalmente, por sua capacidade de causar meningoencefalite, pode
também infectar diferentes 6rgdos do corpo humano, sendo a infeccdo pulmonar a
segunda manifestagio mais comum da doenca. Duas espécies de leveduras,
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo os principais agentes etiol6gicos
desta doenca, e apesar de compartilnarem muitas semelhancas, diferem na distribuicéo
geografica, epidemiologia e manifestacdes clinicas (GUSHIKEN et al., 2021; HENAO-
MARTINEZ et al., 2018).

O tratamento antifungico depende da forma clinica da criptococose e do estado
imunoldgico do paciente. O arsenal terapéutico disponivel é limitado, além da alta taxa
de atendimentos de recorréncia devido ao aumento de cepas resistentes (SPADARI et
al., 2020). Assim, faz-se necessario o investimento em pesquisa para a descoberta de
novos farmacos capazes de combater essa doenca.

Nesse contexto, o derivado tiazolilhidrazona, 2-[2-(ciclohexilmetileno)hidrazinil)]-
4-feniltiazol (RN104), destaca-se pela relevante atividade contra os fungos do género
Cryptococcus e baixa toxicidade (SA et al., 2015; TONHOLO et al., 2020). O RN104 é
um composto altamente lipofilico (log P = 5,84) apresentando baixa solubilidade aquosa
no pH fisioldgico, o que impacta negativamente na sua biodisponibilidade (BD) oral
(SILVA et al., 2020).

No entanto, a nanotecnologia € uma estratégia de desenvolvimento de formulacdes
bastante promissora, especialmente para compostos potentes cujo desenvolvimento pré-
clinico falhou devido as suas propriedades biofarmacéuticas inadequadas (SHARMA et
al., 2016).

Dentre as nanoformulacGes capazes de melhorar a BD oral de farmacos estdo os
sistemas autoemulsionaveis (SEDDS - self emulsifying drug delivery system) (PATHAK
& RAGHUVANSHI, 2015; MISHRA et al., 2020; SALAWI, 2022).

SEDDS sdo misturas isotropicas de farmaco, 6leo e emulsificante, geralmente, com
um ou mais cossolventes/ coemulsificantes hidrofilicos, que na presenca de uma fase
aquosa, formam, sob suave agitacdo, uma nanoemulsdo 6leo/agua (SINGH et al., 2009).

Essa propriedade de autoemulsificacdo torna o farmaco disponivel no estbmago como
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goticulas de dleo em nanoescala fornecendo assim, uma grande area superficial e
melhorando sua dissolugdo no trato gastrintestinal (TGI) (KARWAL et al., 2016).
Assim, o desenvolvimento dessas nanoformulacGes capazes de melhorar a BD do
RN104, quando administrado por via oral, ¢ de grande importancia no processo de
consolidacdo do composto como candidato a farmaco antifingico, bem como a
avaliacdo das caracteristicas biofarmacéuticas da formulagdo, de sua farmacocinética e

atividades in vitro e in vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Acriptococose

As infeccBes fungicas invasivas e graves vém crescendo no mundo. Tal
incidéncia pode estar relacionada ao aumento do nUmero de pacientes
imunocomprometidos como os transplantados, oncolégicos, em tratamento para artrite
reumatoide severa ou pessoas que vivem com HIV (Human Immunodeficiency Virus)
(SULEYMAN & ALANGADEN, 2016). No ambiente hospitalar, embora as infecgcdes
bacterianas graves sejam mais frequentes, as infec¢des fungicas tem maior mortalidade
(GARBEE et al., 2017).

A criptococose € uma infecgdo fangica invasiva de importancia global causada
por leveduras do género Cryptococcus. A prevaléncia do HIV em certas areas do
mundo, bem como a populacdo em expansdo de pacientes imunocomprometidos, séo
fatores que contribuem para a continua carga global da doenca (GUSHIKEN et al.,
2021).

A infeccdo por C. neoformans é a mais comum e tende a afetar principalmente
hospedeiros imunocomprometidos (principalmente pessoas que vivem com 0 Vvirus
HIV) causando meningoencefalite, enquanto as infec¢bes por C. gattii afetam mais
hospedeiros imunocompetentes, causando predominantemente uma infeccdo pulmonar.
Geralmente, ela se inicia pela inalacdo de basidiésporos ambientais que se depositam
nos alvéolos pulmonares (FIRACATIVE et al., 2018; QU & LV, 2022; CHEN et al.,
2022).

Entre os imunocompetentes, os macrofagos alveolares induzem uma resposta de
células T auxiliares tipo 1, resultando na formacdo de granuloma podendo ser
combatida pelo sistema imunoldgico do hospedeiro ou ainda persistir de forma latente
dentro de granulomas e macréfagos (GUSHIKEN et al., 2021). Apds a deposicdo dos
criptococos nos alvéolos, ocorre a fagocitose pelos macréfagos e células dendriticas,
mas diferentes fatores de viruléncia auxiliam na patogénese como: formacéo de capsula
polissacaridica, crescimento a 37 °C, producdo de melanina, manitol e de enzimas
hidroliticas (MOMIN& WEBB, 2021; RATHORE et al., 2022). C. neoformans produz
melanina e manitol que protegem o fungo do estresse oxidativo e a urease neutraliza o
meio &cido do fagossoma permitindo a exocitose nao litica. O fungo pode ainda escapar

dos fagdcitos induzindo a fusdo das membranas fagossdmicas com a membrana
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plasmatica em um processo chamado extrusdo. A capacidade dos criptococos de
sobreviver dentro de um fagossoma sem se destruir permite que usem os macrofagos
para evadir o sistema imune do hospedeiro (ZARAGOZA, 2019; RATHORE et al.,
2022).

Sabe-se que esse fungo tem tropismo pelo cérebro e a identificacdo dos
mecanismos que levam a isso tem sido uma prioridade na pesquisa criptococica. Trés
diferentes modos de invaséo e disseminagdo foram propostos, sendo um deles que o
fungo poderia se ligar a porcdo luminal da barreira-hematoencefélica (BHE) e ser
endocitado pelas células endoteliais. O segundo mecanismo envolve um dano nas
juncdes de oclusdo da BHE e passagem paracelular do fungo. O terceiro estaria
relacionado a capacidade de C. neoformans de sobreviver em células fagocitarias, sendo
ndo apenas uma forma de evasdo ao sistema imune do hospedeiro, mas tambem uma
forma de disseminagdo pelo organismo dentro de células fagociticas infectadas,
funcionando como um ‘“cavalo de Troia”. A migracdo do “cavalo de Troia” ¢é
potencializada por alguns mediadores como MCP-1 (proteina quimiotatica de
monocitos-1), IFN-y (interferon-gama) e TNF-o (fator de necrose tumoral-alfa)
(TSENG et al., 2015; SANTIAGO-TIRADO et al., 2017; ZARAGOZA, 2019).

Embora existam poucos dados sobre a incidéncia e prevaléncia de criptococose
na Ameérica Latina, estudos do Brasil e da Colombia relataram uma incidéncia média
anual de 2,4 a 4,5 casos de meningite criptocdcica por milhdo de habitantes, na
populacdo geral, e 3.000 a 3.300 casos por milhdo de pessoas que vivem com HIV. Em
relatorios da Argentina, Coldmbia, Guatemala, México e Venezuela, a criptococose tem
uma prevaléncia de 10 a 76% entre 0s casos de micose mais frequente e a mortalidade
varia entre 30 a 60% dos casos. No Brasil, dados apontam uma taxa de mortalidade de
73%, porcentagem equiparada a da Africa-Subsaariana, regido de maior incidéncia da
doenca. Juntos, esses dados mostram que a criptococose ainda € uma importante ameaca
a saude (LIMPER et al.,2017; FIRACATIVE et al., 2021). A meningite criptocdcica € a
causa de 15% de todas as mortes relacionadas ao HIV no mundo (WHO, 2022).

O tratamento da criptococose depende da sua forma clinica e do estado
imunologico do paciente. O atual arsenal antifungico disponivel é limitado a trés
farmacos, usados isoladamente ou em combinacdo: anfotericina B, flucitosina (5-
fluorocitosina ou 5-FC) e fluconazol. Além das limitacdes farmacoterapéuticas, as altas
taxas de recorréncia e o surgimento de cepas resistentes reforcam a necessidade do

investimento em pesquisa para a descoberta de novos farmacos capazes de combater
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essa doenca (MOURAD & PERFECT et al., 2018; SPADARI et al., 2020; NGAN et
al., 2022).

2.2.  Derivado tiazolilhidrazona RN104

Nosso grupo de pesquisa sintetizou uma série de compostos heterociclos da
classe das tiazolilhidrazonas e dentre esses, 2-[2-(ciclohexilmetileno)hidrazinil)]-4-
feniltiazol (RN104) (Figura 1), se destacou por apresentar atividade antiflngica potente
contra C. neoformans e C. gattii (CIM = 0,9 uM contra ambos os fungos), sendo mais
ativo do que fluconazol utilizado como controle positivo (CIM = 3,2 uM para C.
neoformans e CIM = 7,8 uM para C. gattii) (SA et al., 2015; SA, 2017). Uma patente
intitulada “Compostos heterociclicos tiazolico, composi¢cdes farmacéuticas e uso”,
relacionada a atividade antifungica dessa classe, incluindo o RN104, foi depositada no
INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), com o nimero de protocolo BR 10
2013 033880-0.

Figura 1 - Estrutura quimica do RN104 (2-[2-(ciclohexilmetileno)hidrazinil)]-4-

feniltiazol)
S
| EN
Y o'
v
H

Fonte: Desenhada pelo autor adaptado de SA et al., 2015.

A citotoxicidade do RN104 foi testada em modelo de células VERO, que sdo
oriundas de rim de macaco-verde africano, e também em macréfagos peritoneais de
ratos. Em ambos os testes, 0 RN104 ndo comprometeu a viabilidade celular nas
concentracdes empregadas (0,0128 a 100 puM). (SA et al., 2015). Além disso, 0 RN104
ndo apresentou atividade hemolitica em eritrcitos humanos conforme os resultados
demonstrados na Figura 2 (SA et al., 2017).

A avaliacdo da toxicidade pré-clinica desse composto demonstrou um baixo

perfil citotoxico nas linhagens celulares testadas: pulmdo humano (A549), coracdo de
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rato (H9C2), figado humano (HepG2), rim suino (LLC-PK1) e cérebro de camundongo
(NEURO-2).

Figura 2 - Resultados obtidos a partir da avaliagdo da toxicidade do RN104 em
eritrécitos humanos. a - Foto mostrando os pogos com hemdlise total causada pelo
tratamento com Triton X-100 (controle positivo) e auséncia de hemdlise apos
tratamento com RN104; b — Porcentagens de hemdlise dos eritrocitos humanos tratados
com RN104 e Triton X-100

a Triton X-100 (%) b
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1 05 0,25 0,120,06 0,03 0,01% PBS 100 W_M__’o—q
- ( ,,--:‘ / Y N AL DA ’u:' 1’ ™
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/ v/ 4 ? NN |
60
64 32 16 8 4 2 1 05 025 0,125 o 40
50, 125ugimL. - 8
TN, P . b7 Q
X (S LP e £
RN104B N 5%
N “..".‘A’ e Y I 0
) -Or—O0—+—— 07—
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Concentragcdode RN104 pg/mL

Fonte: Adaptado de SA et al., 2017.

Além disso, 0 composto se mostrou seguro em estudos de toxicidade aguda em
camundongos, de acordo com as diretrizes do guia OECD-423 (TONHOLO et al.,
2020).

Para avaliar o potencial antifungico do RN104, realizaram-se estudos in vitro e
in vivo da capacidade de sua interferéncia em alguns fatores de viruléncia de cepas de
Cryptococcus como a formacdo de biofilme e de capsula (SA, 2017; DE LIMA et al.,
2018).

Quando o RN104 foi testado in vitro, apds 48 h, observou-se um aumento no
tamanho das capsulas de C. gattii, porém nenhuma alteracdo ocorreu nas leveduras de
C. neoformans. Além disso, a acdo antifingica em biofilmes demonstrou uma reducao
de sua massa da ordem de 45 a 52% para ambas as espécies (SA, 2017). Em um dos
estudos in vivo, avaliou-se a sobrevivéncia em modelo de invertebrado de larva Galleria
mellonela infectada com as espécies de Cryptococcus. Observou-se que 0 composto ndo
apresentou toxicidade contra as larvas sadias e que promoveu um aumento na sobrevida
de larvas infectadas quando administrado nas doses de 5 e 10 mg/Kg (SA, 2017).
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Estudos preliminares indicaram que o mecanismo de acdo do RN104 pode estar
relacionado ao aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos fungos
(SA et al., 2017). Entretanto, estudos mais aprofundados sio necessarios para
elucidacdo mais detalhada do seu mecanismo agé&o.

Quando testado em modelo murino de criptococose causada por C. gatti, 0
tempo de sobrevida foi de 37 dias para os animais tratados com o RN104, enquanto para
0s animais sem tratamento foi de 22 dias. Além disso, houve uma reducdo na carga
fungica pulmonar ap6s o tratamento por 15 dias com esse composto e apds analise
histolégica dos pulmdes, observaram-se areas com parénquima mais preservado em
relagio ao controle ndo tratado (NT). Nesse estudo, os animais foram tratados
diariamente por via intraperitoneal (i.p.) durante 15 dias com doses de 10 e 50
mg/Kg/dia. O fluconazol foi utilizado como controle positivo e ndo houve diferenca
significativa entre ele e 0 RN104 nesses testes (SA et al., 2018).

A alta lipofilia (log P = 5,84) e, consequentemente, baixa solubilidade aquosa do
RN104 pode impactar na sua BD oral, uma vez que a dificuldade de dissolucédo pode
estar relacionada a uma diminuicdo da absorcdo (PATRICK, 2009). Na tentativa de
aumentar a solubilidade aquosa do composto, foi proposta a formacdo de um complexo
de inclus@o entre 0 RN104 e trés diferentes ciclodextrinas: pB-ciclodextrina (B-CD), 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (2-HP-B-CD) e y-ciclodextrina (y-CD). Utilizando-se a
técnica de malaxagem, a inclusdo em 2-HP-B-CD na razdo molar de 1:1 promoveu o
maior incremento na solubilidade do RN104 (25,88%). O diagrama de solubilidade
obtido a partir desse procedimento é mostrado na Figura 3 (SILVA, 2019; SILVA et al.,
2021).

Figura 3 - Diagrama de solubilidade de RN104 incluso em 2-HP-B-CD por meio da

técnica de malaxagem

RN104 : 2-HP-3-CD
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Razao molar RN104: 2-HP-8-CD

Fonte: Dados da pesquisa (SILVA, 2019).
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A partir do melhor incremento de solubilidade, preparou-se um liéfilo com
equivaléncia igual a 68,2 pg de RN104 para cada mg de li6filo. A formagdo do
complexo de inclusdo foi comprovada por meio de calorimetria diferencial exploratoria
(DSC) e termogravimetria (TG e DTG). Em seguida, avaliou-se, em camundongos
Swiss fémeas, a farmacocinética do RN104 livre (per os na dose de 50 mg/Kg e i.p. na
dose de 10 mg/Kg) e complexado com CD (per os na dose de 50 mg/Kg), conforme
protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG
(81/2018). As curvas de concentracdo plasmatica versus tempo para cada administragdo
estdo representadas na Figura 4 (SILVA, 2019; SILVA et al., 2021).

Figura 4 - Curvas de concentracdo plasmatica (ng/mL) versus tempo (horas) para as trés
administracdes de RN104
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Fonte: Dados da pesquisa (SILVA, 2019).

Para todas as administracdes, 0 tmax foi 20 minutos, indicando uma rapida
absorcdo. Ao comparar as concentragdes plasmaticas maximas obtidas a partir das doses
administradas per os (50 mg/Kg), 0 RN104 livre apresentou maior valor (62,35 ng/mL)
quando comparado ao complexo RN104-CD (47,23 ng/mL). Além disso, RN104 livre
administrado per os apresentou maior area sob a curva (ASC) (ASC = 108,02 ng.h/mL)

do que o composto complexado (ASC = 86,80 ng.h/mL), portanto maior BD per os.
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Dessa forma, o incremento na solubilidade aquosa obtido pela complexagédo com CD
ndo impactou de forma significativa no aumento da BD do RN104. J& quando a
administracdo foi feita por via i.p. (10 mg/Kg), a Cmax foi de 26,83 ng/mL para uma
dose cinco vezes menor comparada a administracao per os (SILVA, 2019).

Ao avaliar a dose administrada a cada camundongo em relacdo a quantidade do
composto que efetivamente alcancou a circulagdo sistémica, evidenciada pelas
concentragbes plasmaticas obtidas, observou-se que uma pequena quantidade do
composto foi capaz de atingir a circulacdo sanguinea do animal, indicando
provavelmente uma baixa BD do RN104, principalmente pela via per os (SILVA,
2019).

Com base nos resultados obtidos, a complexacdo de RN104 com CD nédo se
mostrou eficiente para um aumento da BD. Dessa forma, avaliagdo de alternativas, tal

como a incorporagdo em um sistema nanoestruturado, torna-se de interesse.

2.3.  Nanoformulagdes na melhoria da biodisponibilidade oral

Substancias pouco soluveis no meio aquoso podem apresentar baixa BD oral,
aléem de padrdes erraticos de absor¢do quando avaliadas no cenario clinico. Dado o
namero crescente de compostos ativos com problemas de solubilidade (cerca de 40%
das novas moléculas), estratégias farmacotécnicas para contornar esse problema sdo um
dos grandes desafios atualmente (LU & PARK, 2013; PATEL & PATEL, 2021).

A nanotecnologia é uma estratégia de desenvolvimento de formulacdes bastante
promissora, especialmente para compostos potentes cujo desenvolvimento pré-clinico
falhou devido a suas propriedades biofarmacéuticas inadequadas (SHARMA et al.,
2016).

Quando administrados por via oral, a estabilidade dos nanosistemas e sua
absorcdo por enterécitos ou células M dependem do tamanho de particula, da sua
composicdo e das caracteristicas de superficie. Além disso, eles oferecem protecdo do
ativo a degradacdo no TGI, captacdo pelo sistema linfatico e ainda o beneficio da
reducdo da dose administrada (PATHAK & RAGHUVANSHI, 2015; PLAZA-OLIVER
etal., 2021).
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2.3.1. SEDDS

Os sistemas autoemulsionaveis baseados em lipideos tém atraido grande
interesse como uma nova alternativa de liberacdo de farmacos para melhorar a BD de
compostos pouco sollveis em &gua das classes Il e IV do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), além daqueles da classe Ill, que apresentam baixa
permeabilidade. Os compostos das classes Il e IV correspondem a mais de 40% das
novas entidades quimicas candidatas a farmaco. SEDDS também sdo capazes de
promover protecdo a degradacdo no TGI, bem como possibilitar reducdo na dose a ser
administrada (KARWAL et al., 2016; TRAN & PARK, 2021).

SEDDS sdo definidos como misturas isotrépicas de Oleos, surfactante e
cossolventes/cossurfactantes, que na presenca de fase aquosa, formam uma emulséo
Oleo/agua in situ no TGI apos administracdo oral (Figura 5). 1sso ndo ocorre com
emulsdes tradicionais, que precisam de alto cisalhamento para gerar uma dispersdo
(GUPTA et al., 2013; PATHAK & RAGHUVANSHI, 2015; KARWAL et al., 2016;
SALAWI, 2022).

Figura 5 - Representacdo esquematica do mecanismo que ocorre durante a adi¢éo de

agua no SEDDS. a Estagio de gotas de agua (A) em 0leo continuo; b cilindros de agua

em Oleo; c estruturas lamelares; d goticulas de 6leo em fase aquosa continua

Fonte: Adaptado pelo autor de GUPTA et al., 2013, Biorender®.

O mecanismo da autoemulsificacdo ainda ndo é totalmente compreendido.
Porém, alguns autores sugerem que isso ocorre quando a entropia que favorece a
emulsificacdo excede a energia necessaria para aumentar a area superficial de disperséo.
Além disso, a energia livre de formacdo de uma emulsdo convencional é uma funcao
direta da energia necessaria para criar uma nova superficie entre as duas fases. A
facilidade de emulsificagdo parece estar relacionada a penetracdo de agua nos varios

cristais liquidos (CL) formados na superficie da gota. Eventualmente, tudo o que esta
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proximo a interface serd CL, cuja quantidade real dependerd da concentracdo de
surfactante ndo id6nico na mistura bindria (GUPTA et al.,, 2013; PATHAK &
RAGHUVANSHI, 2015; UJHELY! et al.,2018).

A terminologia empregada para os SEDDS ainda é confusa, uma vez que
sistemas semelhantes algumas vezes sdo nomeados como SMEDDS (Self-
microemulsifying drug delivery system) e outras SNEDDS (Self-nanoemulsifying drug
delivery system) (MULLERTZ et al., 2010). O equivoco remonta a primeira publicacéo
referente a um sistema &gua/ Oleo transparente formado espontaneamente relatado por
Schulman e seus colaboradores em 1959 (SCHULMAN et al., 1959). Os pesquisadores
descreveram um sistema composto por micelas de tamanho aproximado de 200 A,
definido como “fase dispersa de micelas submicroscopicas”. O tamanho de particula
reportado baseou-se em evidéncias semiquantitativas, uma vez que, na época, ndo era
possivel realizar medigdes diretas devido as limitagdes instrumentais. A descri¢cdo do
sistema agua/oleo transparente como um “nivel submicroscopico” originou 0 termo
“microemulsdo”, que passou a ser utilizado para descrever tais sistemas. Desde a
publicagdo deste artigo, o termo “microemulsdo” comegou a se popularizar para
descrever o sistema estavel e transparente composto por dois liquidos naturalmente
imisciveis (6leo e agua). A controvérsia surgiu devido a discrepancia entre o tamanho
real do glébulo do sistema formado e a limitacdo do prefixo utilizado para descrevé-lo.
No decorrer dos anos, o avanco de técnicas analiticas tornou possivel medir o tamanho
das particulas/globulos também na escala nanométrica. A tendéncia de usar o prefixo
“nano” comegou a ganhar forca apds a publicacdo do primeiro artigo com o termo
“nanoemulsdo” em 1996, ja que tende a ser mais razoavel para definir um sistema com
gloébulos de tamanho inferior a 200 nm (CALVO et al., 1996). O debate foi reacendido
quando se observou que em certas condicdes experimentais e composicdo de
formulacdo, as microemulsdes apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes as
nanoemulses. Nao ha um tamanho de glébulo aceitavel que defina a nanoemulsdo, mas
0 ponto que é bem aceito € que as microemulsbes tém glébulos menores que as
nanoemuls@es. Outra grande diferenca reside no método de preparo da hanoemulsdo em
que energia deve ser fornecida enguanto uma microemulsdo €é formada
espontaneamente. O termo SMEDDS justifica a associagdo com o termo microemulséo
por atender a todos os critérios necessarios para classificacdo dentro desse sistema. Por
outro lado, o termo SNEDDS, amplamente utilizado em pesquisas, em sua maioria nao

emprega métodos intensivos de energia para a geracdo de particulas ultrafinas, mas sim
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alta concentracdo de surfactantes, tornando-o inadequado deste ponto de vista
(DHAVAL et al., 2022).

As proporcdes dos excipientes para a formulacdo de sistemas lipidicos e suas
classificagdes estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistema de classificacdo de formulaces lipidicas a partir da composicéo e
concentracdo dos excipientes (Adaptado de POUTON, 2006).

Excipientes Conteudo da formulacao (%, p/p)
Tipol  Tipo Il Tipo A Tipo I1IB  Tipo IV
Oleo 100 40-80 40-80 <20 -
Surfactante EHL< 12 - 20-60 - - 0-20
Surfactante EHL > 12 - - 20-40 20-50 30-80
Cossolvente - - 0-40 20-50 0-50

EHL = Equilibrio hidrofilico-lipofilico.

As formulacdes do Tipo | sdo Oleos que precisam ser digeridos e ndo séo
capazes de emulsionar. Ja as do Tipo Il sdo compostas por Oleos e surfactantes
lipofilicos e formam dispersdes turvas que devido a falta de componentes sollveis em
agua tem perda minima da capacidade de solubilizacdo apds a dilui¢do. Os sistemas de
Tipo 111 contém proporcdes de surfactantes hidrofilicos e/ou cossolventes capazes de
formar uma dispersdo ultrafina em meio aquoso. O Tipo IIIA apresenta maior
quantidade de dleo se comparada ao Tipo IlIB, enquanto o Tipo IlIB possui uma
proporcdo maior de componentes solliveis em agua. Por fim, o Tipo IV, sem dleo,
representa a tendéncia recente de formulacGes que contém surfactantes e cossolventes
predominantemente hidrofilicos. A vantagem de misturar surfactantes com um
cossolvente para obter uma formulacdo do Tipo IV é que o surfactante oferece uma
capacidade solvente muito maior na diluicdo (como uma dispersdo micelar) do que o
cossolvente sozinho. O cossolvente é Gtil para facilitar a dispersdo do surfactante, o que
provavelmente reduz a irritacdo causada por altas concentracfes locais de surfactante
(POUTON, 2006; DEVRAJ, 2014).

O TGl é profundamente permeado pelo sistema linfatico e vasos sanguineos. No

intestino a emulsdo formada pode ser absorvida pelas células M das placas de Peyer. No
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limen intestinal, os triglicerideos que compdem o SEDDS sdo quebrados em
diglicerideos, monoglicerideos e por fim em &cidos graxos livres que podem formar
micelas mistas com os sais biliares adentrando os enterdcitos. Uma vez dentro dos
enterocitos, monoglicerideos e &cidos graxos sdo recombinados formando novos
triglicerideos que se fundem ao colesterol, a apoliproteina B-48 e a fosfolipides dando
origem aos quilomicrons (QLM). Os QLM séo transportados via sistema linfatico
mesentérico e entram na circulacéo sistémica por meio da drenagem linfatica no ducto
toréacico. Assim, QLM-farmaco pode ser submetido ao transporte linfatico, ao invés da
circulacdo portal, eliminando o efeito de primeira passagem. Outras possiveis vias de
transporte incluem: paracelular, fusdo e transcitose (Figura 6) (DATE, et al., 2019;
RANI et al., 2019).

Figura 6 - Representacdo esquematica dos diferentes caminhos de absorcao das

goticulas liberadas por SEDDS
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Fonte: Adaptado pelo autor de RANI et al., 2019; Biorender®.

Quando comparadas as emulsbes tradicionais, que sdo formas dispersas

metaestaveis sensiveis, SEDDS sao fisicamente estaveis, faceis de fabricar e adequados
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a administracdo oral como dosagem unitaria em forma de cépsula mole ou dura de
gelatina devido a sua natureza anidra (GUPTA et al., 2013).

Em SEDDS, o éleo é um ingrediente vital ndo apenas por solubilizar grande
quantidade de farmacos lipofilicos ou facilitar a autoemulsificagdo, mas também por
aumentar a fracdo do farmaco transportado via sistema linfatico intestinal, aumentando
assim sua absorcdo pelo TGIl. Os Oleos comestiveis naturais, compostos por
triglicerideos de cadeia média, muitas vezes ndo sdo os escolhidos devido a sua fraca
capacidade de dissolver grandes quantidades de farmacos altamente lipofilicos
(CHIME, KENECHUKWU & ATTAMA, 2014).

Os triglicerideos de cadeia longa e média modificados, com diferentes graus de
saturacdo ou hidrdlise, tém sido amplamente utilizados. Esses derivados semissintéticos
formam bons sistemas de emulsificacdo quando associados a surfactantes, aprovados
para administracdo oral, que levam ao aumento da solubilidade do farmaco (KOHLI et
al., 2010; CERPNJAK et al., 2013; GUPTA et al., 2013).

Para que a propriedade autoemulsionante seja alcancada, a formulacdo deve
conter consideravel quantidade de surfactante em adicdo ao 6leo. Os surfactantes podem
melhorar a afinidade entre lipidios e também a membrana intestinal, ou ainda, aumentar
sua permeabilidade rompendo a organizacdo estrutural da bicamada lipidica. Dessa
forma, a maior parte do farmaco é absorvida pela via transcelular passiva. Os mais
recomendados s@o 0s tensoativos ndo ibnicos com um equilibrio hidrofilico-lipofilico
(EHL) relativamente alto e hidrofilicidade, pois sdo mais seguros e oferecem maior
estabilidade da formulacdo em uma ampla faixa de pH e forca ibnica. Porém, os
emulsionantes de origem natural (lecitina, monoglicerideos de cadeia média e
monooleato de glicerila) sdo normalmente preferidos por serem considerados mais
seguros que os sintéticos. Além disso, tensoativos ndo idnicos podem produzir
alteracdes reversiveis na permeabilidade da mucosa intestinal facilitando ainda mais a
absorcdo do farmaco. Utiliza-se ainda tensoativos volumosos como polissorbatos e
triglicerideos etoxilados por serem menos toxicos. O uso de misturas de surfactantes
para atingir o EHL necessario para a formulacdo tem apresentado uma capacidade
superior de autoemulsificacdo se comparado ao uso de um Unico surfactante que cumpra
o valor requerido. Ha uma relacdo entre o aumento da concentracdo do tensoativos e
menores tamanhos de gota, uma vez que a estabilizagdo das goticulas de 6leo é o
resultado da localizacio de suas moléculas na interface 6leo-agua (CERPNJAK et al.,
2013; KARWAL et al., 2016; RANI et al., 2019).
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Os cossurfactantes reduzem ainda mais a tensdo interfacial, conferindo
flexibilidade ao filme formado entre as duas fases e garantindo que diferentes curvaturas
se formem de acordo com sua concentragdo na microemulsdo. A maior concentracdo do
surfactante (cerca de 30%) pode ser diminuida pela adicdo do cossurfactantes. Os
alcoois de cadeia média (C3-C8) sdo os mais empregados como cossurfactantes. Ja os
cossolventes, também alcoois de cadeia média (C8-C12) ou derivados de etilenoglicol,
glicerol e propilenoglicol, s&o usados para aumentar a capacidade de solubilizagéo do
farmaco incorporado e aumentar a dispersibilidade dos tensoativos hidrofilicos na fase
oleosa, promovendo, assim, homogeneidade e estabilidade da formulagdo (RANI et al.,
2019).

Um importante critério de selecdo dos excipientes da formulacdo é a capacidade
de solubilizar o ativo de interesse para garantir sua capacidade de carga maxima
(POUTON, 2000). A determinacdo das concentracdes Otimas de cada excipiente é
realizada por meio da construcdo de diagramas de fase terndrios ou pseudoternarios
(UJHELYI1 et al., 2018). O diagrama ternario € quando um Unico tensoativo é capaz de
diminuir a tensdo interfacial e obter estabilizacdo termodinamica da formulagédo. Ja o
pseudoternario € quando had a necessidade do uso de um cotensoativo para garantir a
estabilidade e promover eficiente autoemulsificacdo, além de descrever em que
condicGes experimentais da mistura dos excipientes €& possivel obter sistemas
opticamente transparentes (RANI et al., 2019; CONSIGLIERI & BATISTUZZO,
2021).

O diagrama de fases pseudoternario pode ser construido por realizacdo de uma
titulacdo aquosa ou promocdo espontanea da emulsificacdo, considerando uma fase
oleosa, surfactante e fase aquosa. Primeiramente, o surfactante escolhido deve ser
dissolvido na fase oleosa em diferentes proporcées (9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1 e
1:1). Cada proporcdo de surfactante e fase oleosa deve entdo ser titulada com a fase
aquosa. A turbidez € referida como um ponto final da titulacio. A composicdo
percentual do componente em cada sistema ternario tem que ser determinada seguindo a
plotagem de resultados em coordenadas triangulares conforme apresentado na Figura 7.
Os pontos destacados pelo circulo azul referem-se a area autoemulsionante (RANI et
al., 2019; GAO et al., 2021).
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Figura 7 - Diagrama de fase pseudoternario de SEDDS
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Fonte: Adaptado de GAO et al., 2021.

A facilidade de fabricacdo e de escalonamento industrial € uma das vantagens
que tornam SEDDS unico quando comparado a outros sistemas de liberacdo de
farmacos, pois exigem instalacdes de fabricagdo simples. Na Figura 8 esta ilustrada uma
metodologia usual no preparo de SEDDS (etapas de mistura dos componentes) e a
formacdo de micro/nanoemulsdes quando diluidas em meio aquoso (SINGH et al.,
2009).

Figura 8 - Fluxograma da metodologia usual de preparo de SEDDS

m
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dlluu;ao
so]ucéo solucio ___________________ rmcro/
hpldlca llpldlca meio nanoemulséo
aquoso
m --------

Fonte: Adaptado pelo autor de SINGH et al., 2009 Biorender®.

Apb6s o preparo da formulagdo, a caracterizacdo fisico-quimica é realizada
utilizando-se diferentes técnicas e métodos. Dentre alguns, vale destacar: % de

transmitancia, tamanho dos globulos e indice de polidispersao (do inglés, Polydispersity
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index, PDI) apos diluicdo, robustez a diluicdo e variacdo de pH, determinagdo do tempo
de emulsificagdo (Te), potencial Zeta (PZ), teor de encapsulacdo (TE) e morfologia
(GUPTA et al., 2013).

SEDDS ¢é uma formulagdo comercialmente vidvel, especialmente quando
consideramos ativos das classes Il e 1V. Alguns produtos farmacéuticos formulados e
comercializados estdo apresentados na Tabela 2 (BETAGERI, 2019; MISHRA et al.,
2021).

Tabela 2 - Produtos comerciais que contem SEDDS (Adaptado de BETAGERI, 2019)

Nome comercial / farmaco Classe SCB Laboratério Farmacéutico
Sandimmune® (ciclosporina A/I) \Y Novartis®
Neora® (ciclosporina) vV Novartis®
Gengraf® (ciclosporina A/III) \Y; AbbVie®
Norvir® (ritonavir) I AbbVie®
Fortovase® (saquinavir) \Y% Roche®
Agenerase® (amprenavir) I GlaxoSmithKline®
Depakene® (4cido valpréico) I AbbVie®
Rocaltrol® (calcitriol) I Roche®
Targretin® (bexaroteno) I Ligand Pharmaceuticals®
Vesanoid® (tretinoina) I Roche®
Accutane® (isotretinoina) I Roche®
Aptivus® (tipranavir) 1 Boehringer Ingelheim

Pharmaceuticals®

2.3.2CLN

Para superar as limitacBes de administracdo por via oral de alguns sistemas
lipidicos, os pesquisadores, no inicio dos anos de 1990, trabalharam no
desenvolvimento de um sistema lipidico s6lido biocompativel e biodegradavel, as
nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS). Porém, as NLS apresentaram algumas limitacdes
como a baixa capacidade de carga do farmaco e sua expulsdo da matriz no decorrer do
armazenamento da formulacdo, devido a sua composicao ser restrita a lipideos solidos.

Durante o armazenamento, as moléculas lipidicas, gradualmente, se arranjam em uma
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estrutura organizada mais estavel, resultando na geragdo das formas cristalinas fie B a
partir das quais o farmaco aprisionado pode ser expulso dessa matriz (POONIA et al.,
2016; TALEGAONKAR & BHATTACHARYYA, 2019).

No inicio dos anos 2000, surgiram o0s carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN), a partir de modificagOes das NLS para modular o estado fisico e a capacidade de
carga (DAS & CHAUDHURY, 2011). Os CLN sdo, entdo, produzidos a partir de
misturas de lipideos liquidos e so6lidos, tensoativos e ha trés modelos de incorporacao
propostos. Esses diferentes modelos de incorporacdo dependem do tipo de lipideo e da
técnica utilizados na sua producdo (Tabela 3, Figura 9) (GABA et al., 2015).

Tabela 3 - Diferentes tipos de CLN (Adaptado de GABA et al., 2015)

b

Tipo de e
Nome Caracteristicas
CLN
Matriz lipidica com Mistura de lipideos sélidos
Cristal NUMErosos espacgos com quantidade suficiente  Figura
imperfeito  vazios para acomodar o de lipideos liquidos. 9a
ativo.
Minimiza a expulsdo do  Mistura de lipideos sélidos
ativo durante o especiais que ndo Figura
I Amorfo armazenamento, recristalizam apds o gb
atrasando o fenbmeno resfriamento com lipideos
da recristalizacéo. liquidos.
Nanocompartimentos
. « oleosos, que acomodam o
Evita a expulsédo do . X .
- . : ativo, sdo criados dentro da  Figura
Il Multiplo ativo evitando a D
o matriz lipidica sélida pelo 9c
cristalinidade. «
processo de separacdo de
fases.
Figura 9 - Desenho esquematico dos tipos de CLN
ativo lipideo solido Nanocompartimentos
AN amorfo oleosos contendo o
A Aativo
lipideo
~> solido

C

Fonte: Adaptado pelo autor de GABA et al., 2015; Biorender®.
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Os lipideos solidos, principal fracdo da matriz deste nanosistema, mais
comumente utilizados na composi¢do dos CLN séo: &cido palmitico, acido esteérico,
monoestearato de glicerila, behenato de glicerila (Compritol 888 ATO®) (TAMJIDI et
al., 2013). Atualmente, h4 um crescente aumento no uso de ceras naturais, como as de
abelha e carnauba, no desenvolvimento dessas nanoparticulas (KHERADMANDNIA et
al., 2010).

J& quanto aos lipideos liquidos, os mais utilizados sao os triglicerideos de cadeia
média (TCM) e a lecitina de soja. No processo de producdo dos CLN, um tensoativo ou
uma combinacédo deles deve ser acrescentado para garantir a estabilidade do sistema. Os
mais utilizados s&o os ndo-idnicos como Poloxamer® 188 (um copolimero tribloco n&o
ibnico composto por unidades de 6xido de etileno - Oxido de propileno - 6xido de
etileno) e os polissorbatos (BELOQUI et al., 2016).

Muitos dos mecanismos propostos para a absor¢do oral dos farmacos
incorporados @ CLN sdo os mesmos para qualquer sistema lipidico, inclusive ja
descritos no item 2.3.1 e apresentados na Figura 6. Porém, alguns pesquisadores
trabalnham na identificacdo de mecanismos especificos do aumento da BD oral
relacionada a CLN e dentre suas descobertas estdo a internalizacdo direta mediada por
clatrina, caveolina e macropinocitose (Figura 10).

Todos esses mecanismos contornam o efluxo mediado pela glicoproteina-P (P-
gp), conferindo ao farmaco incorporado uma maior BD oral quando comparado a outros
sistemas lipidicos (CHEN et al., 2013; FANG et al., 2015; TALEGAONKAR &
BHATTACHARYYA, 2019).

Diversos métodos sdo descritos para o preparo de CLN e dentre eles as técnicas
de homogeneizacao de alta pressao (HPH, do inglés High-pressure homogenization) e
as técnicas de microemulsdo sdo as preferidas devido ao seu facil escalonamento
(GANESAN & NARAYANASAMY, 2017).

O método HPH utiliza um homogeneizador de alta pressao (100 a 2000 bar) para
empurrar o liquido através de uma pequena abertura (da ordem de microns) causando
um turbilhdo de alta velocidade (acima de 1000 km/h). O cisalhamento resulta em
forcas de tensdo e cavitacdo que quebram as particulas aceleradas em tamanhos ainda
menores, atingindo a nanoescala. Esse método pode ser usado em temperatura elevada
(quente) ou abaixo da temperatura ambiente (frio) (WISSING et al., 2004; MEHNERT
& MADER, 2012).
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Figura 10 - Mecanismos de absorcdo de farmacos pouco permeéveis incorporados a
CLN. a Entrega do farmaco na janela de absorcéo apds bioadesdo da particula de CLN;
b Endocitose mediada por clatrina/caveolina; ¢ Captacdo através da placa de Peyer; d
Inibicdo do efluxo mediado pela glicoproteina-P pelos excipientes da formulacéo; e
Solubilizacdo micelar seguida de difusdo passiva nos enterdcitos e formacao de
Quilomicron (QL)
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Fonte: Adaptado pelo autor de TALEGAONKAR & BHATTACHARY YA, 2019; Biorender®.

No HPH a quente, a mistura lipidica é aquecida entre 5 e 10 °C acima do seu
ponto de fusdo. O farmaco € entdo disperso nos lipideos previamente fundidos. A fase
aquosa é preparada separadamente pela adicdo de surfactante em agua e também é
aquecida (mesma temperatura da fase oleosa). A fase aquosa é vertida sobre a fase
oleosa e misturada pelo dispositivo de alto cisalhamento. Esta pré-emulsdo quente é
homogeneizada por um tempo para obter o tamanho de particula desejado. A
nanoemulsdo obtida é resfriada a temperatura ambiente e a solidificacdo das goticulas
lipidicas ocorre devido a recristalizacdo do lipideo sélido formando assim o CLN (DAS
& CHAUDHURY, 2011; GANESAN & NARAYANASAMY, 2017; SINGH, 2019;
HAIDER et al., 2020). Em geral, temperaturas mais altas da fase oleosa resultam em

menores tamanhos de particulas devido a diminui¢do da viscosidade da fase interna
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(LANDER, et al., 2000). No entanto, sabe-se que temperaturas mais altas podem
aumentar a taxa de degradacdo mesmo de farmacos termoestaveis. Assim, a etapa de
homogeneizacdo pode ser repetida para garantir um tamanho de particula menor (3 a 5
ciclos). Também é importante lembrar que a homogeneizacdo em alta pressdo aumenta
a temperatura da amostra (GANESAN & NARAYANASAMY, 2017).

Ja 0 HPH a frio foi desenvolvido para superar alguns problemas do método a
quente (JAISWAL et al., 2016). Entre eles, a degradacdo do farmaco devido a longa
exposicdo a alta temperatura, distribuicdo do farmaco na fase aquosa durante a
homogeneizacdo e a complexidade da cristalizacdo na etapa de formacdo da
nanoemulsdao (DAS & CHAUDHURY, 2011). Semelhante ao HPH quente, a mistura
lipidica também é aquecida e o farmaco também é posteriormente incorporado a ela. Em
sequida, a fase oleosa contendo o farmaco disperso € solidificada por resfriamento
rapido em nitrogénio liquido, por exemplo. O sdlido obtido € entdo triturado,
geralmente em um moinho de bolas, em um po6 fino. As microparticulas séo
posteriormente dispersas em uma solucdo aquosa fria de surfactante e submetidas ao
homogeneizador de alto cisalhamento para obter o CLN (GANESAN &
NARAYANASAMY, 2017; HAIDER et al., 2020).

Neste método a frio envolvendo lipideos solidos, é necessario utilizar mais
energia para obter particulas na escala nanométrica em comparacdo com a
homogeneizacio a quente (MEHNERT & MADER et al., 2012). Outro ponto
importante € que, embora esse método tenha sido desenvolvido para evitar a degradacéo
do farmaco induzida pela temperatura, ndo é possivel eliminar sua exposicdo ao calor,
pois é necessario dispersa-lo na mistura de lipidios fundidos. Requer ainda quantidades
significativas de agentes tensoativos e um grande volume de agua para diluicdo, o que
pode ser considerado como 0s principais inconvenientes desta técnica (MU & HOLM,
2018; SINGH, 2019; SARANGI et. al., 2019).

Desde 1993, o método de microemulsdo tem sido utilizado como etapa de
producdo de NLS (GASCO, 1993). A microemulsdo é formada espontaneamente
porque ha uma alta concentracdo de surfactante ao analisar a relacdo surfactante/lipideo.
O mecanismo de formacdo de CLN é a cristalizacdo dos lipideos devido a rapida
solidificacdo da microemulsdo (SHIRURE et al., 2019). Inicialmente, os lipideos
fundidos sdo misturados com uma solugdo aquosa aquecida contendo surfactante. Uma
agitacdo suave é aplicada até que a microemulsdo seja formada. Na segunda etapa, a

microemulsdo quente é dispersa em um alto volume de agua fria (2 — 3°C) sob agitagéo



43

suave. Isso faz com que as goticulas de lipideos solidifiguem. O CLN obtido por esta
técnica € esférico e tem distribuicdo de tamanho uniforme. No entanto, existem algumas
desvantagens como o estagio adicional de ultrafiltracdo (ja& que a dispersdo final é
diluida), alta concentracdo de surfactante e a elevada sensibilidade do método frente a
alteracdes (SHIRURE et al., 2019; SINGH, 2019; HAIDER et al., 2020).

Outros métodos podem ser utilizados na producdo de CLN e incluem
ultrassonicacdo, evaporacdo de solvente, fluido supercritico, mas apresentam como
desvantagens o uso de solventes e a utilizacdo de equipamentos muito especificos e de
mais alto custo quando comparado a HPH e microemulséo (TALEGAONKAR &
BHATTACHARYYA, 2019).

A caracterizacdo do CLN é necessaria para o seu controle de qualidade. No
entanto, ela € um sério desafio devido ao tamanho coloidal das particulas e a
complexidade e natureza dindmica do sistema. Os parametros importantes avaliados
incluem tamanho de particula, potencial zeta, grau de cristalinidade e modificagdo de
lipideos (polimorfismo), coexisténcia de estruturas coloidais adicionais (micelas,
lipossomas, agregados), estabilidade, % de encapsulacdo do farmaco, liberacao in vitro
do farmaco e morfologia da superficie (SHIRURE et al., 2019; HAIDER et al., 2020).

As formulagdes de CLN administradas por via oral sdo objeto de pesquisas em
todo o mundo e hd uma variedade em sua composicdo (Km, et al., 2020). Na Tabela 4
estdo relacionados alguns estudos em que CLN foi capaz de aumentar a BD oral de

farmacos.
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Tabela 4 - Estudos publicados em que CLN aumenta a biodisponibilidade oral do

farmaco (Continua)

] o Composicéo o
Farmaco Uso terapéutico Resultados Referéncia
CLN
Acido Oléico
Acido esteéarico ZAKY etal.,
Apixaban Anticoagulante Polissorbato 80 Aumento de 8 2022
-\ vezes na BD
Lecitina
Precirol® ATO5
Fumarato de AntIp.IS.ICO'[ICO e A::ldo Oleico Aumento de AGARWAL et
uetiapina estabilizador de Po oxamer 188 3,93 vezes na al. 2021
a humor Phospolipon 90G BD '
Precirol® ATO5
Oleo de Linhaga
Exemestano  Cancer de mama  Poloxamer 188 Aumentode 3,9 SINGH etal,
Polissorbato 80~ Vezes na BD 2019
Polissorbato 20
x Fosfatidilcolina
Curcumina S;J_p!e;Tenta}[(%ag Trioleato de Aumentode5a  TIAN, etal,
(anti-inflamatorio) glicerol 15 vezes na BD 2017
Monoestearato de
glicerila Aumento de 5,4
Rosuvastatina Hipercolesterolemia Capmul MCM vezesnaBD se  RIZWANULH
P EP Poloxamer comparado a etal., 2017
188 Tween80 suspensao
Monoestearato de  AumentonaBD  CHOl et al.,
_glicerila quando CLN 2016
Indometacina Artrite Acido oléico revestido por
reumatoide Polissorbato 80 quitosana e
Quitosana HTCC
HTCC!
Aumento da BD
2,5vezes se
PrpciroI®AT05 comparado a
Silimarina Desordem Acido oléico Legalon® SHANGGUA
hepatica Polissorbato 80 capsulae 3,10 N, etal, 2014
Lipoid E 100® vezes
comparado a
suspensao
Capmul MCMEP®
Valsartana Hipertenséao Triestearina ?:Cmoemntoap;dgg PATEL&PAT
arterial Polissorbato 80 P EL, 2013

Poloxamer

suspensao
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Tabela 4 - Estudos publicados em que CLN aumenta a biodisponibilidade oral do

farmaco (Final)

Farmaco Uso terapéutico

Lovastatina Hipercolesterolemia

Isquemia cerebral

Vin in .
pocetina vascular crénica

Conépfillgao Resultados Referéncia
Precirol®ATO 5
Esqualeno
Poloxamer 188 Aumento de 4 CHEN et al.,
para 24% na
Myveroll BD 2010
1804K®
Fosfatidilcolina
Compritol 888
Miglyol 812 S0TEMO0E ZHUANG et
SOIE;%Iitli_'ni_ls S? Compara~ do al., 2010
Poloxamer 188 a suspensao

! Um derivado de quitosana carregado positivamente (material de revestimento).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar o perfil farmacocinético pre-clinico e a atividade

antifungica de um nanossistema contendo tiazolilhidrazona RN104.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método analitico para o controle de qualidade das

formulacgdes;
e desenvolver nanossistema contendo RN104;

e caracterizar as formulacdes brancas e carregadas com RN104 por meio da
avaliagdo do didmetro das particulas, indice de polidispersdo (PDI) e potencial
zeta (P2);

e realizar testes de estabilidade para 0s nanossistemas desenvolvidos;

e otimizar a composicdo e a metodologia de preparo do nanossistema mais

promissor;

e realizar estudos de liberacdo in vitro da melhor formulacdo carregada com
RN104;

e desenvolver e validar um método bioanalitico para a quantificacdo sérica do

RN104 para aplicacdo em estudo farmacocinético pré-clinico;

e avaliar por meio de estudo farmacocinético em modelo murino se o melhor
nanossistema desenvolvido melhora a biodisponibilidade oral do RN104 quando

comparado ao RN104 livre;

e avaliar a atividade antifungica e a toxicidade da formulacdo desenvolvida.



CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO DE NANOSSISTEMAS PARA ADMINISTRACAO
ORAL DO DERIVADO TIAZOLILHIDRAZONA RN104
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1 INTRODUCAO

No CAPITULO 1 descreve-se 0 desenvolvimento de CLN e de SEDDS para
carrear o composto RN104. Esses dois nanossistemas sdo amplamente utilizados com o
objetivo de melhorar a biodisponibilidade oral de substancias lipofilicas e de baixa
solubilidade no TGI. Deve-se realizar a escolha criteriosa das matérias-primas e de suas
proporc¢des para que as formulagfes tenham tamanho de particula e polidispersividade
adequados. Para tal, realizaram-se testes de solubilidade do RN104 em diferentes
excipientes a fim de definir a composi¢édo dos sistemas visando maximizar a capacidade
de carrear o RN104.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a estabilidade de CLN e SEDDS contendo
RN104.

2.2 Objetivos especificos
e sintetizar quantidade suficiente do RN104 para proceder os estudos;

e desenvolver e validar um método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para

quantificar o RN104 nas formulacdes;
e avaliar a solubilidade do RN104 em diferentes excipientes;

e desenvolver e caracterizar formulacfes de CLN e SEDDS brancas e carregadas
com RN104;

e avaliar a estabilidade das formulagdes preparadas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Solventes e reagentes

a) Agua ultrapurificada em sistema Mili-Q Millipore® (Bedford, MA, EUA);
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b) reagentes de grau cromatogréfico: acetonitrila (ACN) (Dinamica® Indaiatuba,
SP) e tetrahidrofurano (THF) (Merck®, LiChrosolv-Merck, Alemanha);

c) reagentes de grau analitico: acetato de etila (Labsynth®, Diadema, SP); 4cido
acético (Labsynth®, Diadema, SP), 4cido cloridrico (Labsynth®, Diadema, SP),
alcool etilico (J.T.Baker®, Xalostoc, EM, Meéxico), alcool isopropilico
(J.T.Baker®, Xalostoc, EM, México), 2-bromoacetofenona (Sigma-Aldrich®,
S&0 Paulo), bicarbonato de sédio  (Labsynth®, Diadema, SP),
ciclohexanocarboxialdeido (Sigma-Aldrich®, S&o Paulo), hexano (Labsynth®,
Diadema, SP), tiossemicarbazida (Sigma-Aldrich®, S&o Paulo); fosfato de
potassio monobasico (J.T.Baker®, Xalostoc, EM, México); cloreto de sédio
(Sigma-Aldrich®, S&o Paulo);

d) excipientes utilizados nas formulacdes e testes de solubilidade: Oleo de soja
(marca comercial Liza®, Uberlandia, MG), Kollpihor RH 40® (Sigma-Aldrich®,
S&o0 Paulo), Tween 20 (Labsynth®, Diadema, SP), Tween 80 (Labsynth®,
Diadema, SP), Span 80 (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo), TCM (Lipoid® GmbH,
Ludiwigshafen, Alemanha; marca comercial Pura Vida®, SP), Compritol® 888
ATO (Gattefossé®, Saint-Priest, Franca), 4cido oleico (Croda® HealthCare),
PEG 400 comum (Croda® HealthCare, Snaith, UK), PEG 400 ultrarefinado
(Croda® HealthCare, Snaith, UK), Epikuron®, 6leo de girassol (marca comercial
Liza®, Uberlandia, MG), glicerol (Casa da Quimica IndGstria e Comércio Ltda,

S&0 Paulo), 6leo de sésamo (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha).

3.1.2 Equipamentos e acessorios

a) Equipamentos: cromatografo Shimadzu, equipado com bomba quaternaria LC-
10ADvp, detector UV-VIS SPD-10A, detector DAD SPD-M10Avp, controlador
SCL-10Avp, degaseificador DGU - 14 A, forno de coluna CTO - 10 Avp e
autoinjetor SIL-10ADvp (Kioto, Japdo) com software Class-VP para
processamento dos dados; espectrofotbmetro de infravermelho com
transformada de Fourier Spectrum One Perkin Elmer, PERKIN ELMER;
agitador tipo vortex MS1, IKA; balanca analitica com precisdo de 0,01 mg BP
211 D, SARTORIUS; balanga analitica, SHIMADZU; banho de ultrassom
1510R-MT, BRANSON; Ultra Turrax T-25 (lka Labortechnik, Staufen,

Alemanha); sonda de titanio de alta poténcia (CPX 500, Cole Parmer, Vernon
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Hills, Estados Unidos); orbital shaker 2D (Agimaxx), Zetasizer ZS90 (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido); centrifuga MR 23i, JOUAN;

b) acessorios: filtros 0,45 um (Sorbline Tecnologies®, Santa Maria, Brasil); coluna
cromatogréafica Zorbax Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm), com tamanho de poro
de 95 A e tamanho de particula 5 um da marca Agilent®; membrana de
ultrafiltracdo Amicon® 100K (Milipore, Billerica, Estados Unidos); baldes de
fundo redondo, baldes volumétricos calibrados, provetas, vials, seringas, pipetas

automaticas calibradas.

3.2 Métodos
3.2.1 Sintese do composto RN104

A sintese do RN104 foi descrita anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa.
Para a obtengdo do intermediario tiosemicarbazona (RN103) e do produto final
(RN104), seguiu-se a metodologia ja publicada (SA et al., 2015), conforme rota de

sintese apresentada na Figura 11.

Figura 11 - Rota de sintese utilizada na obtencdo do RN104
(a) Alcool etilico, &cido acético, 80°C, (1) ciclohexanocarboxialdeido, (2)

tiossemicarbazida; (b) Alcool isopropilico, 50°-60°C; 2-bromoacetofenona.

RN104

Fonte: Adaptado de SA et al., 2015.
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O RN104 foi caracterizado pela analise dos espectros no infravermelho e
ultravioleta e ponto de fusdo e foi utilizado para o seguimento dos estudos desse
trabalho.

3.2.2 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por CLAE-DAD para
quantificacdo de RN104 nas formulacdes

O método analitico foi desenvolvido e validado no Laboratério de Controle de
Qualidade da Faculdade de Farméacia, de forma que possibilitasse separar o pico
referente a0 RN104 daqueles referentes ao seu intermediério e materiais de partida de
sintese, bem como de seus produtos de degradacdo e excipientes, permitindo que esse
método fosse utilizado no controle de qualidade quantitativo e qualitativo do composto
livre e nas formulagdes.

O meétodo foi desenvolvido com base no validado anteriormente durante o
mestrado (SILVA et al, 2022) em um sistema de CLAE Shimadzu® com detector de
arranjo de diodos (DAD) a 240 nm, utilizando-se uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18
(150 x 4,6 mm), com tamanho de poro de 95 A e tamanho de particula 5 pm da marca
Agilent® mantida a 40 °C. A fase mével (FM) utilizada foi ACN acidificada com 0,5%
de HCI 0,1 M e agua na proporc¢ao de 90:10, em um fluxo de 1,0 mL/min. O volume de
injecdo foi 10 uL de uma solucdo do RN104 de concentracdo 100 ug/mL e o tempo de
corrida de 5 min.

O preparo da solucdo estoque de RN104 foi realizado pesando-se exatamente
cerca de 10 mg do composto e transferindo-se essa massa para baldo volumétrico de 10
mL. O volume foi completado utilizando-se ACN acidificada a 1% de HCI 0,1 M
(diluente) e assim obteve-se uma solucdo de concentra¢do 1 mg/mL. A solugédo estoque
foi diluida para a construcdo da curva de calibracédo e avaliacao da linearidade conforme
volumes apresentados na Tabela 5. Os calculos e avaliagGes estatisticas dos resultados da
linearidade foram realizados com auxilio do software Microsoft Excel® 2013, baseando-se
em planilhas desenvolvidas, e pelo programa estatistico Action Stat® versdo 3.6.331.450
build 7 como forma de confirmacdo dos célculos (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005;
SOUZA, 2007).

Para a realizacdo da precisdo (intercorrida e intracorrida) foram pesadas
amostras independentes do composto RN104, uma vez que para essas avaliacOes

utilizaram-se seis determinacdes a 100% da concentracéo de trabalho (100 pug/mL). Para



52

tal, pesou-se exatamente cerca de 2,5 mg de RN104 e transferiu-se essa massa para
baldo volumétrico de 25 mL, completando o volume com ACN 1% HCI 0,1 M
(diluente). Na preciséo intracorrida, as amostras foram preparadas por um mesmo
analista e analisadas em uma mesma corrida analitica (n = 6). A precisdo intercorrida
difere do teste anterior por ter as amostras preparadas por analistas distintos em dois
dias diferentes (n = 12). Cada uma das solucbes preparadas foi injetada de forma

aleatdria em triplicata.

Tabela 5 - Preparo das solucGes da curva analitica de RN104 para avaliacdo da
linearidade do método analitico por CLAE-DAD

. Volume da Concentracdo  Volume do
Intervalo linear

Nivel (%) solucdo estoque de RN104 diluente*
(ML) (Mg/mL) g.s.p (mL)
1 ) 50 5 10
2 30 300 30 10
3 55 550 55 10
4 80 800 80 10
5 105 925 105 5
6 130 650 130 5
* O diluente utilizado no preparo das solucdes foi a ACN com 1,0% HCI 0,1 M.

No ensaio de exatiddo, preparou-se uma solucdo estoque de RN104 na
concentracdo 1 mg/mL, conforme descrito no ensaio de linearidade. Os niveis de
concentracdo avaliados foram 30, 80 e 130% da concentracdo de trabalho, conforme
descrito na Tabela 6. A avaliacdo desse parametro foi feita por meio da porcentagem de

recuperacdo, que foi calculada segundo a seguinte formula:

. concentracao média experimental
Recuperacao = — — x 100
concentracao tedrica

1)

A robustez do método foi avaliada utilizando-se o teste de Youden que consiste
em um planejamento fatorial saturado de resolugdo 111 (2”*), cujas relacdes geradoras

sdo 1=124, 1=135, 1=236 e 1=1237. Os valores nominais do método foram considerados
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como o nivel alto (+1), enquanto nivel baixo (-1) sdo as variacGes propostas, conforme

apresentado na Tabela 7.

Tabela 6 - SolucGes preparadas para a avaliacdo da exatiddo do método analitico

Volume da Concentracao Volume
Nivel de Intervalo ]
3 ) solucéo RN104 diluentex
concentracao linear (%)
estoque (ML) (ng/mL) g.s.p. (mL)

Baixo 30 300 20 10
Médio 80 800 120 10
Alto 130 650 240 5

* Q diluente utilizado no preparo das solugdes foi a ACN 1% HCI 0,1M.

Tabela 7 - Pardmetros avaliados no teste de robustez do método analitico

Fator Descricéo Nivel baixo (-1) Nivel alto (+1)
Concentracédo de HCI
1 na ACN da fase ACN 0,3% HCI0, 1M ACNO0,5% HCI 0,1 M
movel
Composicao da fase
2 movel (ACN 0,5% 85:15 90:10
HCI 0,1N: H,0)
3 Coluna} . Agilent Eclipse XDB Agilent Zorbax
cromatografica
4 Temperatura do 30 °C 40 °C
forno
5 Fluxo da fase movel 0,9 mL/min 1,0 mL/min
Comprimento de
6 onda monitorado 230 nm 240 nm
(DAD)
7 Diluente das ACN pura ACN 1% HCI 0,1 M
amostras

A matriz de planejamento é apresentada na Tabela 8, sendo cada experimento
injetado em duplicata de maneira aleatorizada.

Os resultados das oito analises realizadas no ensaio de robustez foram utilizados
para calcular o efeito de cada contraste ou fator (diferenca entre a média dos resultados

das quatro andlises no nivel alto e a média dos resultados das quatro analises no nivel
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baixo), bem como o desvio padréo entre o0s oito resultados. Todos os calculos e gréaficos
foram feitos utilizando Statistica 14.0.0.15 TIBCO Software Inc.

Tabela 8 - Matriz de planejamento do Teste de Youden

Experimento F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1 1 1

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de RN104 foram estabelecidos
a partir das equacdes que levam em consideracdo parametros da curva analitica. As
equacOes preconizadas pela ANVISA (BRASIL, 2017) e utilizadas nos calculos, sdo
apresentadas a seguir:

_ 3,30 _ 100

LD = ¢ Q=1

(2)

Em que IC ¢ a inclinagéo da curva de calibracdo; ¢ é o desvio padréo.

Para analise da seletividade, foram analisadas amostras do branco (diluente -
ACN 1% HCI 0,1 M), solucbes dos materiais de partida de sintese (RN103 e 2-bromo-
acetofenona) e alguns excipientes (6leo de soja, TCM, Kolliphor RH 40, Tween 20 e
Tween 80). A seletividade também foi avaliada pela determinacdo do indice de pureza

do pico de RN104, obtidas com auxilio do detector DAD, no intervalo 200 a 400 nm.

3.2.3 Solubilidade do RN104 em diferentes excipientes

Pesou-se exatamente cerca de 20 mg de RN104 em frascos de penicilina e

adicionou-se 1 mL de diferentes excipientes a serem testados. As misturas foram
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agitadas a 150 rpm por 24 horas a 37 °C utilizando um agitador orbital shaker. Em
seguida, transferiu-se 500 uL da mistura para eppendorf procedendo a centrifugacédo a
9400 g por 15 minutos. Filtrou-se o sobrenadante utilizando filtro 0,45 pum. Transferiu-
se 20 pL do filtrado para outro eppendorf e adicionou-se 1480 puL de ACN 1% HCI 0,1
M. Homogeneizou-se em vortex por 1 minuto, seguido de filtracdo para vial utilizando
filtro 0,45 pum. Os testes foram realizados em triplicata. A concentracdo de RN104 foi

determinada por CLAE pelo método descrito em 4.2.1.

3.2.4 Desenvolvimento e caracterizacao das formulacGes
3.2.4.1 SEDDS

Os excipientes de maior capacidade de solubilizagdo do RN104 (conforme item
4.2.2) foram base para o desenvolvimento do SEDDS. As variagdes de concentracao,
bem como 0s excipientes inicialmente testados na composicdo das formulagdes sédo

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Primeira etapa de variacGes na concentracdo dos excipientes do SEDDS

Formulagio % % Kolliphor % % %
Oleo de soja RH 40 Tween20 PEG400 Span 80
F1 55 45 0 0 0
F2 55 0 45 0 0
F3 55 22,5 22,5 0 0
F4 55 0 35 0 10
F5 55 35 0 0 10
F6 55 17,5 17,5 0 10
F7 55 40 0 5 0
F8 55 0 40 5 0
F9 55 20 20 5 0
F10 55 30 0 5 10
F11 55 0 30 5 10
F12 55 15 15 5 10

Kolliphor RH 40 = dleo de ricino hidrogenado polioxil 40; Tween 20 = polissorbato 20;
PEG 400 = polietilenoglicol 400; Span 80 = monooleato de sorbitano.
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Para o preparo dos SEDDS-branco, todos os componentes foram pesados em
frasco de penicilina e deixados em agitagdo magnética (cerca de 100 rpm) por 30
minutos a 70 £ 5 °C em banho-maria. As formulac6es foram armazenadas a temperatura
ambiente e avaliadas quanto a separagdo de fase apds 24 horas de preparo.

Como nenhuma das 12 formulagdes preparadas mantiveram-se isotropicas ap0s
24 horas do preparo, avaliou-se entdo outras composicdes e proporcoes (Tabela 10)

contendo 6leo de soja.

Tabela 10 - Segunda etapa de variagdes na composi¢do dos excipientes do SEDDS

% % % % % % % %
Formulacéo Oleo TCM  Kolliphor  Tween  Tween PEG  Transcutol  Span

de soja RHA40 80 20 400 HP 80

F13 30 10 25 0 25 20 0 0
F14 40 0 0 0 40 0 20 0
F15 10 10 0 0 45 35 0 0
F16 20 20 0 17,5 17,5 0 25 0
F17 40 0 35 17,5 175 25 0 0

F18 20 30 0 25 0 5 0 20

F19 55 0 0 15 0 15 0 15

F20 60 0 0 20 0 0 0 20
F21 55 0 0 30 15 0 0 0
F22 10 40 0 40 0 5 0 5

TCM =triglicerideo de cadeia média; Kolliphor RH 40 = 6leo de ricino hidrogenado polioxil 40;
Tween 80 = polissorbato 80; Tween 20 = polissorbato 20; PEG 400 = polietilenoglicol 400;

Transcutol HP = éter monoetilico de dietilenoglicol; Span 80 = monooleato de sorbitano.

Das novas 10 formulacGes preparadas, apenas F18 e F22 mantiveram-se estaveis
apos 24 horas do preparo. Porém, apds 48 horas e 72 horas, observou-se separacdo de
fases para ambas, respectivamente.

A partir dessas observacdes decidiu-se testar novas composicdes tendo como
base 0 TCM, o segundo 6leo de maior solubilizagdo do RN104 (Tabela 11).

As formulagdes que ndo apresentaram separacdo de fases foram submetidas ao

teste de tempo de emulsificagdo (Te). O Te foi avaliado visualmente e determinado
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como 0 tempo necessario para que se perceba apenas uma fase apés a dispersdo do
SEDDS (tempo méximo de 60 segundos). Para tal, dispersou-se a formulagdo com

diluicdo de 200 vezes em agua ultrapura e agitou-se a 37 °C a cerca de 100 rpm.

Tabela 11 - Terceira etapa de variagdes na composicdo dos excipientes do SEDDS

% % % % % %

Formulagéo Kolliphor ~ Tween  Tween PEG Span
RHA40 80 20 400 80
F23 40 0 17,5 17,5 25 0
F24 60 0 20 20 0 0
F25 50 22,5 22,5 0 5 0

F26 55 0 17,5 0 10 17,5
F27 50 0 0 40 10 0
F28 60 30 0 0 5 5
F29 60 15 0 25 0 0
F30 60 0 0 40 0 0
F31 55 25 15 5 0 0
F32 55 0 40 0 0 5

TCM =triglicerideo de cadeia média; Kolliphor RH 40 = 6leo de ricino hidrogenado
polioxil 40; Tween 80 = polissorbato 80; Tween 20 = polissorbato 20;
PEG 400 = polietilenoglicol 400; Span 80 = monooleato de sorbitano.

Apenas F32 manteve-se estavel apds 24 horas do preparo e apresentou Te
satisfatorio. Assim, realizou-se a partir dela, pequenas variagdes de concentracdo a fim
de avaliar os impactos no tamanho de particula, PDI e PZ apés a dispersao em agua
ultrapura (Tabela 12).

Apos a dispersdao do SEDDS-branco em agua ultrapura, o diametro médio e PDI
das emulsdes formadas foram determinados por espalhamento dindmico da luz (DLS)
utilizando-se equipamento Zetasizer ZS90 a um angulo fixo de 90° e a temperatura de
25° C. Para analise do PZ utilizou-se a técnica de DLS acoplada a mobilidade
eletroforética. As medidas de PZ também foram realizadas utilizando-se o equipamento

Zetasizer ZS90 a temperatura de 25°C.
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Tabela 12 - Composicdo do SEDDS isotropicos

% % % %
Formulacéo
TCM Tween 80 Span 80 PEG 400
F33 95 40 5 0
F34 54 40 5 1
F35 53 40 5 2
F36 50 40 5 5

TCM = triglicerideo de cadeia média; Tween 80 = polissorbato 80;

Span 80 = monooleato de sorbitano; PEG 400 = polietilenoglicol 400.

As formulagbes selecionadas tiveram, entdo, o ativo RN104 incorporado.
Exatamente cerca de 30 mg de RN104 foram adicionados a 3 g do SEDDS-branco
correspondente (10 mg/mL), mantendo-se a formulacdo sob agitacdo magnetica a 100
rom a temperatura ambiente até completa solubilizacdo. As formulagcdes foram
armazenadas a temperatura ambiente, em recipientes preenchidos com gas nitrogénio e

ao abrigo da luz.

O teor do RN104 no SEDDS selecionado para a continuidade dos estudos foi
determinado a partir da solubilizacdo de 25 mg da formulacdo em 1 mL THF. A solucao
foi agitada em vortex por 1 minuto. Em seguida, 250 pL dessa solugéo foi adicionado a
1 mL de ACN 1% HCI 0,1 M e agitou-se novamente em vortex por 1 minuto. Filtrou-se,
entdo, em filtro 0,45 um, transferindo para vial e doseou-se RN104 por CLAE conforme
método validado descrito no item 4.2.1. Para determinacdo da estabilidade do RN104 na
formulacdo SEDDS, o doseamento do ativo foi realizado conforme descrito acima nos
tempos de 0, 30, 45 e 60 dias.

Para a avalicdo das emulsdes formadas a partir da dispersao (1: 200) do SEDDS-
RN104, diferentes meios foram utilizados: agua ultrapura, meio simulado gastrico
(MSG) e meio simulado intestinal pH 6,8 (MSI). O MSG e 0 MSI com e sem enzimas
foram preparados como descrito na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (Farmacopeia,
2019).

Os frascos contendo os meios foram mantidos a 37 °C sob agitacdo a 150 rpm
utilizando um agitador orbital shaker. Os tempos para as avaliages apds a dispersdo
foram distintos, sendo 10 minutos em &gua ultrapura, 2 horas em MSG e 6 horas em
MSI a fim de mimetizar o que ocorre no TGl (MARQUES BORGES et al., 2020). As
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emulsBes formadas ap6s a dispersdo dos SEDDS em diferentes meios foram avaliadas
quanto a: didmetro médio, TE, Te, PDI e PZ.

A determinacdo do teor de RN104 nas emulsdes formadas foi realizada por
CLAE conforme método validado. A emulsdo formada ap6s a disperséo foi filtrada em
filtro 0,45 um e o filtrado foi diluido (1,5x) em THF: ACN 1 % HCI 0,1 M (1:5). O TE
(%) foi calculado pela férmula apresentada a seguir (3):

RN104 filtrado
RN104 total

TE (%) = x 100

(3)
Em que:

RN104 filtrado = fracdo de RN104 ndo precipitado apds a dispersdo do SEDDS;
RN104 total = concentracdo tedrica de RN104 nas emulsdes formadas
considerando a massa incorporada e as diluicdes realizadas para os diferentes

meios.

3.2.4.2 CLN

Os CLN foram preparados por homogeneizagdo a quente utilizando-se agitador
Ultra Turrax T-25 e homogeneizados em ultrassom com sonda de titanio de alta
poténcia (21% de amplitude).

A composicao das formulacdes testadas estd apresentada na Tabela 13. A fase
oleosa (FO) e a fase aquosa (FA) foram pesadas e aquecidas, separadamente, a 80 + 5
°C. A FA foi lentamente vertida sobre a FO, sob agitacdo, em Ultra Turrax a 8000 rpm,
por dois minutos. Em seguida, as particulas foram calibradas, em relagdo ao diametro,
em ultrassom (21% de amplitude) por 10 minutos. A suspensdo obtida foi, entdo,
resfriada sob agitacdo manual. A formulacdo foi armazenada em frascos de penicilina
ambar sob atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente. A representacdo

esquematica do processo esta apresentada na Figura 12.
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Tabela 13 - Composicdo dos CLN

Componentes F1 F2 F3 F4 F5
% (piv) % (plv) % (plv) % (pIv) % (p/v)
Compritol 888 ATO® 1,2 1,2 1,6 1,6 1,2
TCM 0,3 0,8 0,4 0,4 0,8
FO Tween 80 1,25 2,0 1,0 2,5 3,0
Span 80 - 0,5 0 0,5 0,5
RN104 0,15 0,15 0 0 0
EA Glicerol 2,0 2,0 2,25 2,0 2,0
H,0 (q.5.p) 100 100 100 100 100

Compritol 888 ATO® = behenato de glicerila; TCM = triglicerideo de cadeia média; Tween 80 =
polissorbato 80; Span 80 = monooleato de sorbitano.

Figura 12 - Representacdo esquematica da preparacdo de CLN

iz

FO
— /‘— —_— — — :
’

N,
1. Aquecer FA e FO 2. Verter FA sobre FO 3. Homogeneizagao 4. Atmosfera de N,
(80£5°C) com agitagdo vigorosa ultrassom sonda de Armazenamento em
Ultra Turrax T-25 (2min) titanio (10min) temperatura ambiente

Fonte: Produzida pelo autor utilizando Biorender®.

As formulacdes foram diluidas na proporcdo de 1:100 em &gua ultrapura e
caracterizadas. O diametro médio das particulas foi determinado por DLS utilizando
Zetasizer ZS90 a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25° C. Determinou-se o PZ
por meio da técnica de DLS acoplada a mobilidade eletroforética. As medidas tambéem
foram realizadas utilizando-se equipamento Zetasizer ZS90 a temperatura de 25°C.

O teor de encapsulacdo (TE) foi determinado pelo método de ultrafiltracdo

descrito a seguir, sendo calculado pela férmula apresentada a seguir (4):

RN104 total—RN104 ultrafiltrado
TE (%) = f x 100
RN104 total

(4)
Em que:
RN104 total = RN104 solivel em agua mais aquela encapsulada nos CLN.
RN104 ultrafiltrado = RN104 solivel em &gua apés ultrafiltracdo realizada com

dispositivo Amicon® 100K.
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Para a analise do RN104 total apresentado na férmula (4), uma aliquota de 35
pL da formulagdo foi transferida para baldo volumétrico 2 mL. Foram adicionados 500
ML de THF ao baldo para que a solubilizagdo dos CLN ocorresse. Em seguida, o volume
do baldo foi completado com ACN 1% HCI 0,1 M. A disperséo foi centrifugada a 9400
g por 10 minutos. Uma aliquota do sobrenadante foi diluida 2,5 vezes com ACN 1%
HCI 0,1 M e analisada por CLAE conforme método validado e descrito no item 4.2.1. Ja
para a analise do RN104 no ultrafiltrado, a concentracdo de RN104 foi avaliada ap6s a
ultrafiltracdo realizada com o dispositivo Amicon® 100K submetido & centrifugacdo a
9400 g por 10 minutos. Os dispositivos de ultrafiltracdo foram mantidos em contato
com uma solucdo aquosa de Tween 20 5% p/v por 12 horas para passivacdo de suas
membranas. Apds esse periodo, as membranas foram lavadas com agua ultrapura, por 5
vezes, para eliminar o excesso dessa solugcdo. Uma aliquota do ultrafiltrado foi diluida
1,5 vezes com ACN 1% HCI 0,1 M e analisada por CLAE conforme método validado e
descrito no item 4.2.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese do composto RN104

O intermediario de sintese RN103 obtido foi purificado em coluna de silica e
apos purificagdo obteve-se um rendimento de 77%. Na segunda etapa da sintese, o
RN104 foi obtido com um rendimento de 83%, na forma de um sélido de cor amarelo
ocre. RN104 foi caracterizado por meio de analises de seus espectros na regido do
infravermelho (V) e ultravioleta (UV), bem como de sua faixa de fusdo que estava em
concordancia com o anteriormente publicado (F.F. = 138,5 a 140,1 °C). A pureza do
RN104 sintetizado foi 96,40%.

4.2 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por CLAE-DAD para
guantificacdo de RN104 nas formulacdes

Definiu-se o uso de uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm), com
tamanho de poro de 95 A e tamanho de particula 5 pm da marca Agilent®. Como o
composto RN104 é altamente lipofilico, testaram-se diferentes composices de fase
movel contendo altas proporcdes de ACN para evitar uma provavel precipitacdo no
interior da coluna. Para o desenvolvimento do metodo, partiu-se de um método
previamente publicado por nosso grupo de pesquisa (SILVA et al, 2022). As condicoes
inicialmente testadas foram ACN: H,O (85: 15) com fluxo de 1,0 mL/min, 20 pL de
injecdo, temperatura de forno 30°C com deteccdo de DAD a 240 nm de uma solucéo de
RN104 na concentracdo de 100 pug/mL. Porém, como a reducgdo no tamanho da coluna
de 250 mm para 150 mm, ndo foi possivel obter resolucdo entre os isdmeros Z e E do
RN104 (Figura 13).

As tiossemicarbazonas (intermediario de sintese do RN104), por possuirem a
ligacdo carbono-nitrogénio, apresentam equilibrio dindamico das formas E e Z. Em geral,
a proporcao dos isdmeros depende do grupo funcional ao qual o precursor utilizado
pertence. Aquelas originadas a partir de aldeidos, majoritariamente, geram isbmeros E,
termodinamicamente mais estaveis, enquanto na utilizacdo de cetonas assimétricas, a
formac&o dos isdbmeros relaciona-se com os substituintes ligados a carbonila (COSTA et
al., 2003).
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Figura 13 - Cromatograma obtido a partir de solugédo de RN104 a 100 pg/mL, com fase
mével ACN: H,O (85: 15), fluxo de 1,0 mL/min, 20 pL de inje¢do, com detec¢do de
DAD a 240 nm
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Como todos os estudos seguintes do composto RN104 seriam com a mistura dos
isdmeros Z e E (na proporcao aproximada de 6: 94), decidiu-se desenvolver um método
em que ambos eluissem juntos, assim obtendo um Unico pico cromatogréafico. Para isso,
realizou-se a acidificacdo da ACN com HCI 0,1 M e alteracdo das proporcoes dos
solventes, obtendo-se como fase movel a mistura de ACN com 0,5% de HCI 0,1 M :
H,0 na proporcdo de 90:10, em um fluxo de 1 mL/min. Assim, RN104 apresentou

nessas condigdes um tempo de retencdo de 2,4 minutos (Figura 14).

Figura 14 — Cromatograma obtido para RN104; a 100 ug/mL, 10 pL injetados
utilizando uma coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, 95 A) Agilent® a 40 °C e fase mével
composta ACN 0,5% HCI 0,1 M : H,0 (90: 10) com fluxo de 1,0 mL/min e deteccao a

240 nm
750 750
500 500
250 = I-250
0 I = AN 0
0.0 075 1?0 1t5 2fo 2j5 3j0 3?5 4?0 4t5 5.0

Fonte: Dados da pesquisa.
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Para verificar se 0 método desenvolvido era capaz de identificar os materiais de
partida, realizou-se a injecdo de solugdes das substancias isoladas e misturadas de
RN104 a 100 pg/mL, RN103 e 2-bromoacetofenona a 20 pg/mL (Figura 15).

Figura 15 - Cromatogramas obtidos a partir da analise de seletividade. a —
Cromatograma referente ao RN103 (TR = 1,7 min) na concentragao de 20 pug/mL; b —
Cromatograma referente a 2-bromo-acetofenona (TR = 1,8 min) na concentragéo de 20

pg/mL; ¢ — Cromatograma referente a injegdo da mistura das solu¢des de RN103, 2-
bromoacetofena e RN104 (100 pg/mL; TR = 2,4 min)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Uma vez otimizadas as condi¢cbes cromatograficas, seguiu-se a validacdo do
método analitico segundo a RDC n°166 de 24 de julho de 2017.

Avaliou-se a linearidade do método por meio da analise de trés curvas analiticas,
cada uma com seis niveis, sendo as concentra¢fes de 5 a 130 pug/mL (5 a 130% da
concentracdo de trabalho). Construiu-se a curva analitica com os valores de &rea dos
picos de RN104 em cada nivel de concentragdo (Figura 16). O modelo estatistico

utilizado foi 0 método dos minimos quadrados ordinarios. Para aplica-lo, foram testadas
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algumas premissas bésicas e a primeira delas foi o teste de outliers utilizando o método
de Jacknife. Nenhum outlier foi identificado e seguiu-se a avaliagdo da normalidade dos
residuos aplicando o método de Ryan & Joiner; avaliou-se a independéncia dos residuos
pelo método de Durbin — Watson e analisou-se a homocedasticidade dos residuos por
Levene modificado ou método de Brown — Forsythe (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Os resultados obtidos a partir desses testes estdo resumidos na Tabela 14.

Figura 16 - Curva analitica obtida por CLAE-DAD para RN104 na faixa de
concentracdo de 5 a 130 pg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa, Action Stat®.

Analisando os resultados estatisticos apresentados na Tabela 14, observa-se que
outliers e os demais residuos cumpriram as especificacdes dos testes. Um grafico de
dispersdo de residuos versus as concentracbes do RN104 foi construido e observa-se
que ha a distribuicdo aleatoria, ndo apresentando qualquer tendéncia (Figura 17 a), bem
como a independéncia desses residuos em relacdo a posicdo da observacdo no tempo
das analises (Figura 17 b). Assim, o0 método apresentou linearidade adequada.

Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) para avaliacdo da significancia da
regressdo e do desvio da linearidade. Os resultados desse teste estatistico estdo
resumidos da Tabela 15 e demonstraram que a regressao foi significativa e que nao
houve desvio de linearidade.

Para o teste de significancia da regressio, o valor de F calculado (6,05 x 10%) foi
maior que 0 Feitico (4,50), indicando que a regressdo linear € significativa. Ja para o teste

do desvio da linearidade, o valor de F (-2,20) foi menor que 0 Fritico (3,20), indicando
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que ndo ha desvio da linearidade. Dessa forma, segundo a legislagdo vigente, € possivel

afirmar que o pardmetro linearidade do método desenvolvido foi validado.

Tabela 14 - Resultados dos testes estatisticos para avaliacdo das premissas basicas

para a linearidade

PARAMETRO

AMOSTRAS
AVALIADAS

ESPECIFICACOES

RESULTADOS

Teste de outliers

Normalidade dos

residuos

Independéncia dos

residuos

Homocedasticidade

dos residuos

18 residuos das trés
curvas analiticas
construidas com seis
niveis de

concentragao cada.

18 residuos

18 residuos

18 residuos

Outliers < 22% (ou
seja, menos que 4
pontos)

(0= 0,05)

R> ch’tico
(0,97 > 0,94)
(0= 0,05)

du < d < 4'du
(1,39 < 1,46 < 2,60)
(a=0,05)

t < teritico
(0,62 <2,12)
(a=0,05)

Nenhum outlier

foi retirado.

Os residuos
seguem a
distribuicao

normal

Os residuos sdo

independentes.

Ha
homocedasticida-
de




67

Figura 17 - Distribuicdo dos residuos das curvas analiticas. a — dispersdo dos residuos

versus concentracdo RN104; b — residuos versus posicado da observacéo no tempo
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Fonte: Dados da pesquisa, Action Stat®.

Tabela 15 - Analise de variancia (ANOVA) para avaliacdo da significancia da regressao

e do desvio da linearidade

Fonte de Graus de Somade  Quadrado

variacgdo  liberdade quadrados  médio F ((f;;;“(‘;os)
(FV) (GL) (SQ) (QM) ’
Regressio 1 356x10° 356x10°  6,05x 10" 4,50
Residuo 16 942x10° 5,89 x10° ] -
Desvio da 5 2,11x 10" 4,23x10% 290 3,20
linearidade '
13
Entre niveis 6 5,68 x10 ) - -
Erro puro 11 -2,11x10% -1,92x 10% ] ;
Total 17 3,56 x 10%° -

Na precisdo intracorrida ou repetibilidade, as amostras foram preparadas por um
mesmo analista e analisadas em uma mesma corrida analitica (n=6). O teor médio
determinado foi de 102,85%, a partir da equacdo da reta, com DPR de 2,76%. Ja a
precisdo intercorrida ou precisdo intermediaria difere do teste anterior por ter as
amostras preparadas por analistas distintos e preparadas em dois dias diferentes (n =12).

O teor médio foi de 102,36% com DPR igual a 2,73%. Os resultados estdo apresentados
da Tabela 16.
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Tabela 16 - Resultados de precisdo para o0 método analitico por CLAE-DAD.

Parametro Dia 1 - Teor (%) Dia 2 — Teor (%)

105,83 98,20

98,46 98,69

) 103,13 103,58

Teor das replicatas (%)

106,03 104,51

101,55 101,39

102,13 104,81

Teor médio (%) 102,85 102,36

(Preciséo intracorrida n = 6) (Preciséo intercorrida n = 12)
DPR (%) 2,76 2,73

O critério de aceitacdo do ensaio de precisdo ndo esta descrito na legislacéo
brasileira vigente. Assim, segundo os critérios estabelecidos pela Association of Oficial
Analytical Chemists (AOAC), o método desenvolvido pode ser considerado preciso por

apresentar DPR < 5,3% (AOAC INTERNATIONAL, 2016).

A exatidd@o foi verificada por meio de nove determinacBes que contemplaram a
faixa linear de trabalho, sendo trés réplicas de cada concentracdo (30, 80 e 130 % da
concentracdo de trabalho). A exatiddo foi avaliada por meio da recuperacdo (conforme
equacdo 1), pois como RN104 é uma substancia nova, ndo ha padrdo comercial
disponivel para utilizacdo do método de adicdo de padrdo. Os resultados encontrados
estdo apresentados na Tabela 17. Os valores de recuperacdo entre 90 % e 107% (média
= 102,43%) e DPR < 5,3% (DPR = 1,01%) indicam que o método desenvolvido
apresentou exatiddo adequada para a quantificacgio do RN104 (AOAC
INTERNATIONAL, 2016).
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Tabela 17 - Resultados de exatiddo para o método analitico por CLAE-DAD

Nivel Recuperagao (%) Recup-Jeragéo DPR (%)
média (%)
103,31
Baixo (30%) 103,61 103,39 0,16
103,33
101,01
Médio (80%) 102,94 102,37 1,16
103,17
101,97
Alto (130%) 101,53 101,56 0,39
101,17
Média - 102,43 1,01

No teste de robustez, foi calculado efeito de cada fator sobre o doseamento do
RN104 na amostra, gerando um grafico de Pareto (Figura 18). Os valores de contrastes
menores que o valor de 2,306 (t Student; n = 8 e nivel de confianca de 95%) nao
influenciam significativamente na resposta analitica e, entdo, o método é considerado
robusto para as variaveis consideradas dentro do dominio experimental testado. Os
resultados mostram que das sete variaveis, apenas a alteracdo do comprimento de onda
de deteccdo e o fluxo da fase movel sdo considerados fatores relevantes e requerem

atencdo no momento de aplicacdo do método em questao.
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Figura 18 - Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados sobre a variavel resposta %
do RN104

Variavel resposta: % RN104
2**%(7-4) design; MS Residual=0,416875

)Fiuxo FM 77 2749131
@wmarea ce catwna {77777 Jreguar

(4)Temperatura do Forno //// -0,735683
(2)Composicdo FM /// -0,580802

(6)pH da FM 0,1936008

(7)Diluente 0,0387202

p=0,05

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

Fonte: Dados da pesquisa, Statistica®.

Utilizando as férmulas ja apresentadas, o LD calculado foi de 0,30 ug/mL e o
LQ calculado 0,99 ug/mL. A partir dos valores calculados, realizou-se a determinacéo
experimental do LQ e LD com base na relacdo sinal/ruido. Para o LQ a relacdo sinal
ruido deve ser 10:1, ja para LD 3:1. Para tal, realizou-se dilui¢bes sequenciais de uma
solucdo de RN104 e o LD experimental foi 0,20 ng/mL e LQ experimental 0,70 ug/mL.
Os LD e LQ encontrados pela razdo sinal/ruido foram consideravelmente menores do
que aqueles calculados pela equacdo e se aproximam mais dos valores reais, ja que
foram obtidos a partir da resposta de soluc@es diluidas.

A sensibilidade de um método analitico esta relacionada a variagdo minima que
é preciso impor a concentracdo da solucdo para se obter uma variacdo significativa na
resposta (sinal). Assim, o método validado é sensivel, pois uma concentracdo de 0,70
ug/mL é capaz de produzir resposta satisfatoria, sendo muito inferior ao primeiro ponto
da faixa de trabalho que é de 5 ng/mL.

A seletividade de um método baseia-se na capacidade de quantificar o analito na
presenca de outros componentes de uma amostra. O método desenvolvido mostrou-se

seletivo, uma vez que nenhum pico interferente do solvente (branco) ou dos excipientes
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eluiu no tempo de retencdo do RN104. Além disso, o indice de pureza de pico calculado
pelo Software Class-VP® apresentou valores superiores a 0,97 em todas as analises

realizadas.
4.3 Solubilidade do RN104 em diferentes excipientes

Os resultados obtidos para a solubilidade do RN104 nos constituintes do SEDDS

estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19 - Solubilidade maxima do RN104 em diferentes constituintes do SEDDS
(média + desvio padréo; n=3)
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Fonte: Dados da pesquisa, Statistica®.

A solubilidade do RN104 no 6leo de soja (19,13 mg/g) e no TCM (18,44 mg/q)
foram estatisticamente iguais. Enquanto a solubilidade no Tween 20 (polissorbato 20)
(20,11 mg/g) foi a maior dentre os surfactantes seguido do Kolliphor RH40® (6leo de
ricino hidrogenado polioxil 40) (18,31 mg/g) e do Tween 80 (polissorbato 80) (12,89
mg/g). Dentre os cossolventes, PEG 400 (polietilenoglicol 400) (18,99 mg/g) e
Transcutol® HP (éter monoetilico de dietilenoglicol) (21,50 mg/g) ndo apresentaram

diferenca estatistica na capacidade de solubilizar o RN104.

4.4 Desenvolvimento e caracterizacao das formulagoes

4.4.1 SEDDS
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A partir dos resultados obtidos nos testes de solubilidade do RN104,
inicialmente, o 6leo de soja (EHL = 7,0) e os surfactantes Kolliphor RH40® (6leo de
ricino hidrogenado polioxil 40) (EHL = 14-16) e Tween 20 (polissorbato 20) (EHL =
16,7) foram escolhidos para compor as formulagdes brancas. Pretendia-se avaliar a
influéncia do Span 80 (monooleato de sorbitano) (cossurfactante, EHL = 4,0) e do
PEG400 (cossolvente) sobre o tamanho dos glébulos e PDI das emulsdes formadas apés
a dispersdo dos SEDDS. Como nenhuma das 12 formulagdes brancas preparadas
inicialmente (descritas na Tabela 9) mantiveram-se isotropicas ap6s 24 horas do
preparo, avaliou-se entdo outras composicdes e propor¢des mantendo 6leo de soja como
excipiente base.

O Oleo de soja é um triglicerideo de cadeia longa (TCL) que possui como
constituintes principais o &cido linoleico (cerca de 50%), o acido oleico (cerca de 23%)
e 0 acido linolénico (7%) (SILVA et al., 2006). Os TCL, geralmente, ndo sdo misciveis
com surfactantes hidrofilicos ou cossolventes e, portanto, na préatica, faz-se necessario
misturar outro tipo de 6leo ou adicionar cossurfactantes de menores valores de EHL
(GURRAM et al., 2015).

Assim, dado a solubilidade equivalente do RN104 em TCM, avaliou-se o efeito
de sua adicdo, bem como de outros surfactantes (Tween 80, polissorbato 80, EHL = 15)
e cossolventes (Transcutol HP, éter monoetilico de dietilenoglicol) na isotropia dos
sistemas formulados, descritos na Tabela 10. Dentre as novas 10 formulacdes
preparadas, apenas F28 e F32 mantiveram-se estaveis apds 24 horas do preparo. Porem,
apos 48 horas e 72 horas observou-se separacao de fases para ambas, respectivamente.
Considerando o que esses dois SEDDS tinham em comum, verificou-se que o TCM
estava em maior concentracdo do que o Oleo de soja. A partir dessa observacao
experimental, combinada ao relato da literatura de que o TCL apresenta dificuldade de
miscibilidade com surfactantes hidrofilicos (EHL >12), além da dificuldade de
microemulsionar quando comparado ao TCM (PATRAVALE & DATE, 2009), decidiu-
se trocar a base oleosa do SEDDS parao TCM.

Os lipideos que possuem cadeias de acidos graxos de 6 a 12 carbonos séo
chamados de TCM. Eles sdo a mais comum escolha de 6leo para a formulacdo de
SEDDS, pois possuem certa resisténcia a oxidacdo e possuem alta capacidade solvente
devido a alta concentracdo efetiva de grupos éster. O TCM produzido a partir da

destilacdo do 6leo de coco € composto por &cidos graxos saturados C8 (&cido caprilico)
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e C10 (&cido céprico) no estado liquido (PRAJAPATI et al., 2011; GURRAM et al.,
2015).

Das formulagdes desenvolvidas com base no TCM, apenas F32 (55% de TCM,;
40% de Tween 80 e 5% de Span 80), descrita na Tabela 11, manteve-se isotrdpica apds
24 horas de preparo e também apresentou Te satisfatorio (< 60 s). Entdo, realizou-se a
partir de F32, pequenas varia¢fes de concentracdo dos componentes e também a adigdo
de 0 a 5% de PEG400 (cossolvente) (formulac6es descritas na Tabela 12, Figura 20), a
fim de avaliar os impactos no tamanho de particula, PDI e PZ ap6s a dispersdo em agua
ultrapura.

Apenas as formulagbes F33, F34 e F35 brancas, descritas na Tabela 12,
apresentaram resultados satisfatorios de isotropia 24 horas apds o preparo e Te inferior a
60 segundos, quando dispersas em agua ultrapura. Elas assemelham-se, em sua
composicdo, como do Tipo IIIA de acordo com o sistema de classificacdo de
formulac6es lipidicas de Pouton (POUTON, 2006), uma vez que possuem mais de 40%
de oOleo, surfactante de maior propor¢cdo de EHL > 12 podendo ou ndo conter um

cossolvente.

Figura 20 - Imagem representativa das formulagdes SEDDS-brancas

Fonte: Dados da pesquisa.

Assim, as emulsdes formadas a partir da dispersdo em agua ultrapura (1: 200) de
F33 F35 e F35 brancas foram avaliadas quanto ao tamanho meédio de particula, PDI e
PZ e os resultados estdo apresentados na Tabela 18. As diferengas entre todas as
medidas foram avaliadas estatisticamente pela aplicagdo do teste de normalidade
seguido por ANOVA de uma via com medidas repetidas seguido de teste de Tukey
(Software Past® 3.26; HAMMER, HARPER & RYAN, 2001) a um nivel de

significancia de 95%.
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Tabela 18 - Parametros fisico-quimicos das emuls6es formadas apds a dispersdo (1:200)
dos SEDDS brancos F33, F34 e F35 em 4gua ultrapura (média + desvio padrdo, n=3)

T?)r;lﬁ[?chuc:ade I'nd_ ice de Potencial
Polidisperséo  Zeta (mV)
(hm)
F33 115,3041,55 0,16+0,01° -23,65+0,78
F34 120,43+2,23 0,24+0,01 -23,90+0,28
F35 125,23+4,44° 0,23+0,01 -19,60+0,85°¢

& diferenga significativa comparada a F33;
® diferenca significativa comparada a F34 e F35;
¢ diferenga significativa comparada a F33 e F34; p<0,05.

Pode-se observar que houve diferenca significativa entre o tamanho médio das
particulas das emulsbes formadas. F35 tem tamanho significativamente maior que as
formulacdes F33 e F34 Ja para os valores de PDI, F33 apresentou-se estatisticamente
mais homogeénea que as demais. A presenca do cossolvente PEG 400 nas concentragdes
testadas ndo foi capaz de promover a formacao de emulsdes mais homogéneas e nem de
reduzi o tamanho das goticulas. Observou-se também que as formulacdes F33 e F34
diferem de F35 em relacéo ao PZ.

Para 0 aumento da biodisponibilidade oral, o impacto do tamanho dos globulos
formados a partir da emulsificacdo da formulacdo ainda é discutido. Isso se deve aos
poucos estudos publicados sobre administracdes in vivo, em que variam apenas o
tamanho das particulas sem variacbes nos excipientes e suas concentracdes
(CHATTERJEE et al., 2016). Porém, a maioria dos artigos publicados sobre SEDDS
destaca que a dispersdo em nanoescala € um dos principais fatores por tras de uma
melhor absorcdo do farmaco, em comparacdo a uma solucdo ou suspensdo comum
(GURSOY & BENITA, 2004; RAHMAN et al., 2013; CHATTERJEE et al., 2016;
RANI et al., 2019).

O RN104 foi incorporado a cada SEDDS-branco obtendo-se formulagdes de cor
amarelo ocre (Figura 21) de concentracdo 10mg/mL. Apds 24 horas, avaliou-se, entdo,
0s parametros fisico-quimicos e 0 TE (%) das emulsdes formadas apds a dispersdo em
agua (Tabela 19).
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Figura 21 - Imagem representativa das formulagbes SEDDS-RN104
imediatamente ap0s o preparo

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 19 - Pardmetros fisico-quimicos das emuls6es formadas apés a dispersao (1:
200) dos SEDDS-RN104 F33, F34 e F35 em &gua ultrapura (média + desvio padrédo; n=3)

Tamanho de indice de Potencial en;eiﬁge 50
particula (nm) Polidispersdo  Zeta (mV) F()%) ¢

F33-RN104 114,60+2,09 0,18+0,01 -13,30+0,28 85,52+0,16

F34-RN104  193,17+1,02° 0,24+0,01° -12,85+0,07 82,39+1,49

F35-RN104  167,20+1,57° 0,24+0,02° -9,8211,11b 79,7710,43b
2 diferenca significativa comparada a F33; ° diferenca significativa comparada a F33 e F34; p<0,05.

F33-RN104 apresentou tamanho de glébulo e PDI significativamente menores
que as demais formulagdes. F35-RN104, por outro lado, apresentou valores de PZ (em
mabdulo) e TE significativamente menores quando comparada aos outros SEDDS. A
presenca de um cossolvente (PEG 400) nas concentracdes testadas (0 a 5%) ndo foi
capaz de impactar positivamente nos parametros avaliados referentes ao SEDDS-
RN104. Esperava-se que a presenca do cossolvente promovesse a formacdo de
particulas de menor tamanho, uma vez que ele promove um aumento da difusdo da fase
oleosa para a fase aquosa levando a formacdo de microemulsdes muito finas (POUTON,
1997; POUTON, 2000; RANI et al., 2019). Porém, F35 que continha a maior
concentracdo de PEG 400 (5%) ndo apresentou isotropia 24 horas apds 0 seu preparo.

A fim de avaliar in vitro o comportamento de cada SEDDS no TGl, realizou-se a
dispersdo em diferentes meios simulados e avaliou-se os parametros fisico-quimicos

conforme apresentados na Tabela 20. ApoOs a realizacdo das medidas realizadas no
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Zetasizer, as emulsdes foram filtradas em membrana 0,45 pm e o filtrado foi utilizado
na determinacgdo do teor de encapsulagéo (%).

Tabela 20 - Parametros fisico-quimicos das emuls6es formadas ap6s dispersao (1: 200)
dos SEDDS-RN104 F33, F34 e F35 em diferentes meios simulados

(média + desvio padrdo; n=3)

Tamanho de indice de Potencial Teorde
. . - encapsulacao
particula (nm) Polidispersao Zeta (mV) (%)
MSG
F33-RN104 190,27+0,74 0,24+0,02 -1,23+0,61 85,08+3,50
F34-RN104 220,97+3,29° 0,24+0,01 -1,22+0,06  74,83+0,09°
F35-RN104 210,00+3,36° 0,23+0,03 -1,20%0,19 77,12+0,75
MSG-
pepsina
F33-RN104 218,00+3,69 0,25+0,02 -0,76+0,15  100,55+0,04
F34-RN104  147,13+4,13° 0,23+0,01 -0,60+0,15  77,76+0,68°
F35-RN104  202,43+7,63° 0,23+0,01 -0,60+0,09  78,61+1,22°
MSI
F33-RN104 202,97+5,60 0,20+0,01 -1,25+0,11  102,72+1,26
F34-RN104 220,53+5,23° 0,25+0,02° -1,41+0,08  98,24+0,17°
F35-RN104  271,17+8,21%° 0,25+0,02° -1,4240,11 85,67+1,53%"
MSI-
pancreatina
F33-RN104 195,7046,39 0,29+0,01 -28,9+0,81  100,27+0,03
F34-RN104 298,30+2,91° 0,33+0,03 -23,6+2,83%  99,28+0,04°
F35-RN104 167,30+2,36%" 0,32+0,04 -23,6+1,84* 100,64+0,05"

* diferenca significativa comparada a F33; ° diferenca significativa comparada F34; p<0,05;
MSG = meio simulado gastrico (pH=1,2); MSI = meio simulado intestinal (pH = 6,8)

Pode-se notar que F33-RN104 apresentou os melhores resultados nos meios
testados. As emulsbes obtidas a partir das dispersdes produziram particulas
monodispersas (IP < 0,3) com tamanhos maiores que 100 nm confirmando a formacéo
de emulsdo em escala nanométrica. O TE (%), nos diferentes meios, do RN104 na
formulacdo F1 mostrou-se estatisticamente superior as demais. Os valores, em mddulos,
de PZ das particulas formadas foram reduzidos no meio que contém pepsina e
aumentados na presenca da pancreatina, o que pode ser atribuido a natureza de cada
enzima.

A pepsina foi estudada pela primeira vez em 1835 pelo naturalista Theodor

Schwann. Ela é uma protease monomérica com elevada porcentagem de residuos acidos
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possuindo peso molecular de 34,5 kDa. O seu sitio catalitico contém dois residuos de
acido aspartico (Asp32 e Asp 215) e é inativada em pH > 7,0 (ANDREEVA &
RUMSH, 2001; FRUTON, 2002). Ainda que SEDDS ndo contenham proteinas, é
relevante determinar seu comportamento na presenca dessa enzima, uma vez que a
administracdo dessas formulacdes é comumente realizada em cépsulas.

A pancreatina € uma mistura de diferentes enzimas, incluindo proteases,
amilases e lipases que desempenham papel fundamental no processo de digestdo. A
lipase pancreéatica é a principal enzima envolvida na decomposicdo de triglicerideos.
Experimentos de lipolise com lipase e pancreatina revelaram a maior liberagdo de
4cidos graxos para TCM, seguidos TCL e surfactantes (ZOLLER et al., 2022).
Avaliando os resultados obtidos na presenca de pancreatina, é possivel notar que ha uma
maior dispersdo no tamanho das particulas em relacdo aos demais meios testados. Uma
hipdtese é que devido a degradacdo da matriz lipidica, emulsGes de diferentes tamanhos
de particula coexistam, bem como micelas. O maior valor negativo de PZ observado na
presenca da pancreatina também chama a atencdo. Provavelmente, isso ocorre também
devido a presenca dos &cidos graxos do TCM que no pH do meio intestinal estdo
desprotonados.

A fim de avaliar a estabilidade dos SEDDS-RN104 (armazenados a temperatura
ambiente), procedeu-se a analise do teor do RN104 nos intervalos de tempo de 0, 30, 45

e 60 dias. Os dados estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 - Teor do RN104 no SEDDS-RN104 antes da dispersao

(média + desvio padréo)

Formulacéo t=0 dias t=30 dias t=45 dias t=60 dias”

F33-RN104 96,55+0,30 95,03+0,52 95,13+0,30 84,06+0,35
F34-RN104 95,60+0,80 93,07+0,12 93,15+0,18 83,41+0,07
F35-RN104 92,64+0,10 92,14+0,10 92,45+0,04 76,10+0,02

*representa diferenca significativa comparada aos demais tempos avaliados; p<0,05.

Ap6s 60 dias do preparo das formulacbes o teor do RN104 foi
significativamente menor do que aquele medido no tempo zero para todas as
formulagdes avaliadas. A coloragdo das formulacgdes alterou-se ao longo do tempo e
com 60 dias apresentavam-se marrom avermelhada, mas sem a presenca de precipitagdo

(Figura 22). RN104 é uma molécula susceptivel a degradagdo por diversos mecanismos,
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inclusive por oxidacédo, o que pode explicar os resultados observados (SILVA et al.,
2022).

Figura 22 - Imagem representativa das formulagdes SEDDS-RN104 ap6s 60 dias de

preparo

Fonte: Dados de pesquisa.

Diante de todos os resultados apresentados, a F1-RN104 mostrou-se como a

mais promissora formulacdo SEDDS.

4.4.2 CLN

Apo6s o preparo dos CLN-branco, o tamanho de particula, PDI e PZ das
formulacdes foram medidos (diluicdo de 1: 100) e os resultados estdo apresentados na
Tabela 22. As formulacbes foram acondicionadas em frascos ambar a temperatura

ambiente sob atmosfera de nitrogénio.

Tabela 22 - Parametros fisico-quimicos CLN brancos (1: 100)

(média + desvio padrdo; n=3)

Tamanho de indice de Potencial Aspecto
particula (nm) Polidispersdo  Zeta (mV) visual
F1-branco 112,70£3,61 0,15+0,01 -7,58+0,81  branco leitoso

F2-branco 36,19+0,77 0,24+0,03 -16,10+0,28  transparente
F3-branco 247,70+3,25 0,33+0,03 -10,74+0,33  branco leitoso
F4-branco 256,10+4,40 0,54+0,03 -13,40+0,99 branco leitoso
F5-branco 262,30+3,68 0,80+0,02 -13,89+0,36  branco leitoso

Dos cinco CLN brancos preparados, F4 e F5 apresentaram maiores valores de

PDI. Para ambas as formulagdes, observou-se que particulas de tamanho reduzido (< 15
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nm) coexistiam a outras de tamanho maiores. 1sso pode ser explicado pela formacgéo de
micelas dado a alta concentragdo de surfactante presente na composicdo das
formulacbes (Tabela 13). Essa formagdo ocorre porque a medida que hd o aumento na
concentragcdo das moléculas de surfactante, a interface se destina a saturacdo e ao
acumulo dessas moléculas, que apds atingir esse ponto de saturacdo interfacial,
associam-se formando micelas. A concentracdo minima para a formacdo delas €
denominada concentracdo micelar critica (CMC) e pode ser considerada uma
propriedade fundamental dos surfactantes quando em solucdo (AL-SOUFI & NOVO,
2021). As micelas sdo definidas como agregados moleculares anfifilicos que de modo
espontaneo associam-se. Abaixo da CMC, os mondomeros de surfactante s&o
predominantes no sistema, mas em maiores concentragfes coexistem estruturas
micelares e monémeros em um equilibrio dindmico. Essa coexisténcia, mesmo que em
pequena proporcdo, altera o valor médio de tamanho encontrado pelo DLS, além de
causar aumento do PDI (MABROUK, HAMED & MANSOUR, 2022).

Ja F1 e F2 apresentaram menores tamanhos de particula e PDI, parametros que
sdo altamente desejaveis para esse tipo de formulacéo.

Os valores de PZ das formulagdes de CLN variaram de -7 a -16 mV o que
poderia ser um indicativo de sistemas menos estaveis quando se avalia o valor descrito
na literatura como ideal (em mddulo de 30 mV), porém na composi¢cdo deles ha a
presenca de Tween 80 (polissorbato 80), um surfactante hidrofilico que possui uma
cadeia polimérica de 6xido de etileno que confere impedimento estérico as particulas
melhorando a estabilidade dos CLN (DAS & CHAUDHURY, 2011).

F1 e F2 foram selecionados a partir dos resultados dos parametros fisico-
quimicos de suas formulacGes brancas para entdo carrear o RN104 (0,15% p/v ou 1,5
mg/mL). Os parametros fisico-quimicos dos CLN-RN104 séo apresentados na Tabela
23.

Tabela 23 - Parametros fisico-quimicos CLN-RN104 (1: 100)

(média + desvio padrdo; n=3)

Tamanho de £ . Teor de
. Indice de Potencial x Aspecto
particula Polidispersdo  Zeta (mV) Encapsulacéo visual
(nm) P (%)
F1-RN104  137,00+3,93 0,45+0,02 -7,39+0,03 98,00+0,11 ocre leitoso

F2-RN104  129,60+2,47 0,22+0,01° -10,40+0,21*  99,80+0,12° ocre leitoso

% diferenca significativa comparada a F1; p<0,05.
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F1-RN104 mostrou-se polidispersa com PDI > 0,3 apresentando duas
populacbes principais de particulas quando se analisou a distribuicdo por intensidade:
cerca de 56% com didmetro médio em torno de 50 nm e 44% em torno de 260 nm
(Figura 23). F2-RN104 apresentou-se monodispersa (IP < 0,3), com uma grande
populacdo de particulas com didmetro médio em torno de 130 nm (Figura 24).

Figura 23 - Distribuicdo de tamanho das particulas por intensidade em CLN F1-RN104
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Fonte: Dados de pesquisa.

Ja F2-RN104 apresentou-se monodispersa (IP < 0,3), com uma grande

populacdo de particulas com diametro medio em torno de 130 nm (Figura 24).

Figura 24 - Distribuicdo de tamanho das particulas por intensidade em CLN F2-RN104
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Fonte: Dados de pesquisa.

E interessante ressaltar que a proporcéo de lipideos sélido: liquido é de 4:1 e 6:4
em F1 e F2, respectivamente. Ndo ha diferenca significativa entre os tamanhos de
particula obtidos para as formulacbes carregadas com RN104. Entretanto, como F2
possui maior quantidade de TCM para acomodar o ativo, pode-se observar que o
tamanho de particula do CLN carregado é muito maior que o de seu branco
(SCHUBERT & MULLER-GOYMANN, 2003). F2 também apresentou eficiéncia de
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encapsulacdo do RN104 significativamente superior a encontrada para F1. A maior
quantidade de TCM pode ser a responsavel pela maior acomodacao do ativo na matriz
lipidica.

Ambos CLN contendo RN104 foram avaliados quanto a estabilidade nos tempos
0, 30 e 45 dias. A eficiéncia de encapsulacdo do ativo ao longo do tempo foi avaliada,
bem como o tamanho das particulas, IP e PZ. Esses resultados estdo apresentados na
Tabela 24.

Tabela 24 - Parametros fisico-quimicos CLN-RN104 (1: 100) no estudo de estabilidade

(média + desvio padrdo; n=3)

Tamanho de Indice de Potencial En(-:I:Osru?ae 50
particula (nm) Polidispersdo  Zeta (mV) FO %) ¢
T =0dias
F1-branco 112,70+3,61 0,15+0,01 -7,58+0,81 -

F2-branco 36,19+0,77 0,24+0,03 -16,10+0,28 -
F1-RN104 137,00+3,93 0,45+0,02 -7,39+0,03 98,00+0,27
F2-RN104 129,57+2,47 0,22+0,01° -10,40£0,21*  99,80+0,30°

T =30 dias
F1-branco 111,58+2,78 0,13+0,01 -7,99+0,04 -
F2-branco 39,20+1,25 0,20+0,03 -17,25+0,32 -
F1-RN104 167,50+5,89° 0,44+0,01 -7,78+0,02 94,61+0,60

F2-RN104 125,32+2,39 0,22+0,02 -12,20+0,25 94,51+0,07

T =45 dias
F1-branco 110,50+0,66 0,12+0,02 -10,32+0,23 -
F2-branco 43,58+0,13 0,18+0,01 -19,20+0,33 -
F1-RN104  390,30+21,65° 0,76+0,06° -32,1040,57° 46,28+0,43
F2-RN104 122,80+2,29 0,23+0,02 -28,00£0,92° 54,47+0,54°
® ha diferenca significativa em relagéo as medigGes realizadas nos demais tempos; p<0,05.

Os CLN brancos tiveram seus parametros fisico-quimicos estaveis ao longo dos
45 dias analisados. Porém, no aspecto visual, Fl-branco apresentou um pequeno
agregado de lipideos que se dissolveu quando diluido (1:100) para realizacdo das
medidas no Zetasizer no tempo de 45 dias. Quando esses parametros foram analisados
para CLN-RN104 F1, o tamanho de particula foi significativamente diferente do tempo
zero ja em 30 dias, e mais que dobrou de tamanho 15 dias ap6s essa medida, revelando

a baixa estabilidade do sistema e sua tendéncia em formar agregados.
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F2 mostrou-se uma formulacdo mais promissora, uma vez que o tamanho de
particula e PDI mantiveram-se iguais ao longo do tempo tanto para formulacdo branca
quanto para a carregada.

E importante notar que o PZ medido aos 45 dias de F2-RN104 apresentou maior
valor negativo, indicando uma possivel relacdo com a degradacdo do ativo que saiu da
matriz lipidica, ja que esse aumento ndo é observado na formulagdo branca. 1sso pode
ser evidenciado pela grande reducdo do teor de encapsulacdo, de 99,8% (T = 0 dias)
para 54,47% (T = 45 dias), combinado ao aumento em modulo do valor medido de PZ.

No momento do preparo, a formulacdo F2-RN104 apresentou uma coloracéo
amarelo-leitosa e pH inicial de 6,3, posteriormente ajustado para 7,0 com uma solucéo
de NaOH 0,1 M. Ap6s 45 dias, o pH da formulacdo diminuiu para 5,0 e sua coloracao
tornou-se marrom-avermelhada (Figura 25). Essa alteracdo de pH, ndo observada na
formulacéo branca, pode estar associada a degradacdo da molécula de RN104.

O RN104 e uma molécula susceptivel a degradacéo, tanto por oxidacdo quanto
por hidrélise, conforme previamente determinado em estudos do nosso grupo (SILVA
et al., 2022). Assim, é um grande desafio preparar formulacdes aquosas que contenham
RN104 e que sejam estaveis por periodos minimamente adequados diante desta

caracteristica da molécula.

Figura 25 - Imagem representativa da formulacdo CLN F2-RN104 apds 45 dias do
preparo

——
»

F2-RN104

Fonte: Dados de pesquisa.

A constatacdo da alteracdo de pH do CLN-RN104 é um forte indicio de que a
molécula do RN104 sofreu degradacdo na formulacdo, de forma que a estabilidade

obtida na formulagéo CLN foi menor do que em SEDDS.
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5 CONCLUSAO

Nesta etapa dos estudos, foi possivel desenvolver SEDDS e CLN capazes de
carrear RN104. Com base nos resultados obtidos, é evidente que o sistema
autoemulsionavel apresenta vantagens em relacdo ao CLN. Entre elas, destacam-se a
maior capacidade de carga do ativo (SEDDS = 10 mg/mL; CLN = 1,5 mg/mL), maior
estabilidade devido a auséncia de agua (SEDDS = 60 dias; CLN = 30 dias) e ainda
maior facilidade de preparo e escalonamento.

Considerando os resultados alcangados, SEDDS foi escolhida como a melhor
formulacdo na busca pela melhora na biodisponibilidade oral do RN104, e, portanto,
sera o foco dos estudos subsequentes.



CAPITULO Il

OTIMIZACAO DE SISTEMA AUTOEMULSIONAVEL CONTENDO
DERIVADO TIAZOLILHIDRAZONA RN104
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1 INTRODUCAO

Neste CAPITULO 2 sera descrita a otimizagdo do sistema autoemulsionavel
para carrear o composto RN104. Para tal, inicialmente, procedeu-se a construgdo de
diagramas de fase pseudoternarios com base nos resultados de solubilidade obtidos no
capitulo anterior. Uma vez estabelecida a melhor composicdo de excipientes para a
formulagcdo, realizou-se um planejamento experimental composto central com
metodologia de superficie de resposta (CCD-RSM). Esta ferramenta € muito Gtil para
sistematizar e acelerar a otimizacdo de processos, permitindo avaliar diversos
parametros em um pequeno numero de experimentos. A partir de um modelo
matematico construido com base nas respostas monitoradas, foi possivel predizer,
segundo a desejabilidade, a maior capacidade de carga combinada ao menor tamanho de
goticula, obtendo-se assim a composicao ideal do SEDDS.

Uma vez estabelecida a melhor formulacdo SEDDS-RN104, realizou-se a
avaliagdo de estabilidade do sistema, bem como o estudo de liberagdo do RN104 in

vitro.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Otimizar, avaliar a estabilidade e a liberacéo in vitro do RN104 do SEDDS.

2.2 Objetivos especificos

e Construir diagramas de fase pseudoternarios a partir dos excipientes com maior

capacidade de solubilizacdo do RN104;

e otimizar a composicdo da formulacdo por meio de um planejamento composto

central com superficie de resposta (CCD- RSM);

e avaliar a estabilidade do SEDDS-RN104;

o testar diferentes meios para proceder o teste de liberacdo in vitro do RN104;

e realizar o teste de liberagdo in vitro do RN104 do SEDDS utilizando o método
de dialise;

e avaliar o SEDDS-RN104 otimizado por técnicas de microscopia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Solventes e reagentes

a)
b)

c)

d)

Agua ultrapurificada em sistema Mili-Q Millipore® (Bedford, MA, EUA);
reagentes de grau cromatografico: acetonitrila (ACN) (Dinamica® Indaiatuba,
SP).

reagentes de grau analitico: acetato de etila (Labsynth®, Diadema, SP); &cido
acético (Labsynth®, Diadema, SP), 4cido cloridrico (Labsynth®, Diadema, SP),
alcool etilico (J.T.Baker®, Xalostoc, EM, México); fosfato de potéassio
monobésico (J.T.Baker®, Xalostoc, EM, México); cloreto de sodio (Sigma-
Aldrich®, Sdo Paulo).

excipientes utilizados nos testes das formulacdes: 0leo de soja (marca comercial
Liza® Uberlandia, MG), Kollpihor RH 40® (Sigma-Aldrich®, S&o Paulo),
Tween 20 (Labsynth®, Diadema, SP), Tween 80 (Labsynth®, Diadema, SP),
Span 80 (Sigma-Aldrich®, S3o Paulo), TCM (Lipoid® GmbH, Ludiwigshafen,
Alemanha; marca comercial Pura Vida®, SP), 4cido oleico (Croda® HealthCare),
PEG 400 comum (Croda® HealthCare, Snaith, UK), PEG 400 ultrarefinado
(Croda® HealthCare, Snaith, UK), Epikuron®, éleo de girassol (marca comercial
Liza®, Uberlandia, MG), glicerol (Casa da Quimica Inddstria e Comércio Ltda,

S&0 Paulo), 6leo de sésamo (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha).

3.1.2 Equipamentos e acessorios

a)

Equipamentos: cromatografo Shimadzu, equipado com bomba quaternaria LC-
10ADvp, detector UV-VIS SPD-10A, detector DAD SPD-M10Avp, controlador
SCL-10Avp, degaseificador DGU - 14 A, forno de coluna CTO - 10 Avp e
autoinjetor SIL-10ADvp (Kioto, Japdo) com software Class-VP para
processamento dos dados; agitador tipo vortex MS1, IKA; balanca analitica com
precisdo de 0,01 mg BP 211 D, SARTORIUS; balanca analitica, SHIMADZU;
banho de ultrassom 1510R-MT, BRANSON; orbital shaker 2D (Agimaxx),
Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido); centrifuga MR
23i, JOUAN; microscépio de luz polarizada (Zeiss Axio Imager. M2, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha); microscépio eletrénico de transmissdo (microscopio
Tecnai G2-12 — Spirit Biotwin FE1120 kV/Quanta; Philips, Holanda).
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b) Acessorios: membrana de éster de celulose (diametro de 33 mm, cut-off de 14
KDa; Sigma-Aldrich, Steinheim Albuch, Alemanha), filtros 0,45 pum (Sorbline
Tecnologies®, Santa Maria, Brasil); coluna cromatogréfica Zorbax Eclipse Plus
C18 (150 x 4,6 mm), com tamanho de poro de 95 A e tamanho de particula 5 um
da marca Agilent®; membrana de dialise de celulose, baldes volumétricos

calibrados, provetas, vials, seringas, pipetas automaticas calibradas.

3.2 Métodos
3.2.1 Diagramas de fase pseudoternarios

Uma fase surfactante foi preparada pela combinacdo de emulsificante e
coemulsificante em diferentes proporcoes de massa (4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 1:3). O bleo
foi combinado com a fase surfactante em proporcdes fixas de peso (1:9, 2:8, 3.7, 4:6,
5.5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1). Apbs 24 h, agua foi adicionada gota a gota as diferentes
misturas, a temperatura ambiente, até a turbidez ou separacdo de fases ocorrer. Um
ponto monofasico, leitoso e de baixa viscosidade foi considerado como ponto de
microemulsdo (ME), e foi utilizado para construir diagramas de fases pseudoternarios
utilizando Origin 2023 (Origin Lab Corporation, Northampton, MA, EUA). Os lados do
triangulo equilatero representam o emulsificante, o coemulsificante e o 6leo. A regido
de formacdo da emulséo foi utilizada para determinar os componentes adequados e suas

proporgoes.

3.2.2 Otimizacéo do SEDDS utilizando CCD-RSM

O CCD-RSM com dois fatores e cinco niveis foi empregado como ferramenta
para otimizar o SEDDS-RN104. As variaveis independentes, que incluem a proporc¢édo
de emulsificante para coemulsificante (X1) e a porcentagem de 6leo (X2), foram
identificadas como fatores criticos responsaveis pela carga de RN104 (Y1, mg/mL) e
tamanho de particula (Y2, nm). Os fatores independentes e seus niveis sdo apresentados
na Tabela 25.
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Tabela 25 - Niveis das variaveis independentes no CCD

-1,414 -1,0 0 +1,0 +1,414
X1 0,6 1,0 2,0 3,0 3,4
X2 63,0 65,0 70,0 75,0 77,0

X1: razdo emulsificante para coemulsificante; X2: porcentagem de 6leo.

O CCD-RSM foi delineado de forma aleatéria e planejado utilizando o software
Stat-Ease 360 (Minneapolis, MN, EUA), e as superficies de resposta 3D construidas a
partir das equacgdes polinomiais ajustadas. Ao total foram realizados oito experimentos
mais as quintuplicata no ponto central. Para preparar as formulacdes do CCD, foi
determinada a massa correspondente da mistura de 6leo e surfactante para se obter 3 g.
A mistura foi agitada a 100 rpm em banho-maria a 70 £ 5 °C por 30 minutos. Ap6s um
periodo de repouso de 24 horas, RN104 (30 mg) foi adicionado as formulagdes de
SEDDS (3 g) e mantido sob agitacdo magnética em temperatura ambiente até completa

solubilizacéo do ativo.

O tamanho de particula (nm) e a carga do RN104 (%) no SEDDS foram
determinados da seguinte maneira: apos 24 horas, as formulacdes foram centrifugadas a
9400 g por 10 minutos. O sobrenadante foi diluido em agua ultrapura (1:200) e mantido
sob agitacdo magnética por 1 minuto para emulsificacdo. O diametro médio das
particulas das emulsdes obtidas foi medido utilizando espalhamento dindmico de luz
(DLS) a 25 "C com um feixe de laser de angulo fixo (90 ), empregando um Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK). Os dados foram expressos como
tamanho médio, avaliado por médias (n = 3; média + desvio padrdo). Posteriormente, as
amostras foram filtradas através de membranas de 0,45 pm e diluidas para quantificar a
carga de RN104 utilizando o método validado CLAE-DAD.

3.2.3 Estudo de estabilidade SEDDS-RN104

Como ja apresentado no Capitulo I, apds 60 dias do preparo das formulactes
(Tabela 21), o teor do RN104 foi significativamente menor do que aquele medido no
tempo zero. Assim, novos estudos de estabilidade do SEDDS-RN104 foram conduzidos
a partir da adicdo de um antioxidante, palmitato de ascorbila (PA) em diferentes
concentragdes: 0,00 (E1), 0,02 (E2), 0,04 (E3), 0,08 (E4) e 0,10% (E5) (p/p).
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Mensalmente, as formulagdes foram avaliadas durante seis meses para monitorar
quaisquer alteracdes na aparéncia fisica (tais como separacdo de fase, precipitacdo do
ativo ou alteracdo de coloracéo); no didmetro médio das gotas (nm); na polidispersidade
(PDI); no potencial Zeta (PZ) e no conteddo de RN104. Todos os pardmetros foram
determinados em triplicata. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de
uma via, seguida de pds-teste de Tukey, considerando significancia para valores de p <
0,05.

3.2.4 Estudo de liberacéo in vitro do RN104

Diante da conhecida dificuldade de solubilizacdo do RN104 em meios aquosos,
realizou-se uma avaliagéo de sua solubilidade em diferentes meios aceptores de diélise.
O perfil de liberagdo in vitro do RN104 foi avaliado para o ativo livre e para o SEDDS-
RN104, utilizando membrana de éster de celulose (diametro de 33 mm, cut-off de 14
KDa) previamente hidratada em &gua ultrapura por 24 horas. O SEDDS-RN104 (10
mg/mL) foi emulsionado em agua (1:4), e entdo 500 pL dessa dispersdo foram
adicionados a bolsa de diélise, com equivaléncia de massa de 1,25 mg de RN104. A
bolsa de dialise foi imersa em 60 mL de tampdo fosfato de potassio pH 7,4 com
polissorbato 80 a 2%, a 37,0 £ 0,5 °C, sob agitacdo constante (100 rpm) em agitador
orbital. Amostras do meio externo (500 uL) foram coletadas nos tempos de 0, 5, 10, 15,
30, 45, 60, 90, 120, 180, 360, 480 e 720 minutos, diluidas em solvente do método
validado, filtradas (0,45 pm) e quantificadas por CLAE-DAD. O volume retirado foi
substituido por meio a 37,0 £ 0,5 °C. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.2.5 Avaliacéo do efeito da diluicdo no SEDDS-RN104

Para avaliar o efeito da diluicdo, 0 SEDDS-RN104 (10 mg/mL) foi diluido em
100, 200, 500 e 1000 vezes em agua ultrapura. Além disso, procedeu-se a caracterizacao
da emulsdo apo6s dispersdo (1:200) do SEDDS-RN104 (10 mg/mL) em MSG pH 1,2 e
MSI pH 6,8, com e sem pancreatina. O tamanho de particula, PDI e PZ foram
determinados conforme descrito anteriormente (3.2.4.1, Capitulo ). Todos os

experimentos foram conduzidos em triplicata.

3.2.6 Microscopia de luz polarizada
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Uma aliquota de 200 pL da emulsdo formada ap6s dispersdo do SEDDS-RN104
em &gua (1:200) foi colocada em lamina para avaliagdo da presenca de cristais por
microscopia de luz polarizada equipada com camera digital AxioCam. Para comparacao
visual, realizou-se 0 mesmo procedimento de diluicdo para RN104 livre, SEDDS-

branco e PA nas mesmas concentragdes utilizadas na formulagéo carregada.

3.2.7 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Uma aliquota de 3 pLL das emulsdes formadas apds dispersdao do SEDDS-RN104
em agua ultrapura (1:200) foi colocada sobre uma grade de cobre coberta com filme
formvar. Apds 1 min de adsorcédo, o excesso de liquido foi removido com papel filtro.
As grades foram gotejadas com uma solucdo aquosa de acido fosfotingstico (1%) e o
excesso da solucdo foi drenado ap6s 1 min. A amostra seca foi entdo analisada em um

microscaopio eletronico de transmissdo no Centro de Microscopia da UFMG.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diagramas de fase pseudoternarios

As regides de formacdo de emulsdo podem ser identificadas por meio da
construcdo dos diagramas fase pseudoternarios. A area destacada € onde o Oleo, 0
emulsificante e o coemulsificante formam, em uma proporcdo especifica, uma
microemulsdo homogénea e estavel (POUTON, 2006). Isso pode ser util na avaliacdo
da autodispersibilidade potencial de uma formulacdo (RANI & RADHA, 2021). Neste
estudo, o SEDDS produzido com 0leo de soja mostrou-se instavel em 24 horas,
portanto, seu diagrama pseudoternario nao foi representado. Assim, o TCM foi
selecionado como o 0leo fixo devido a sua capacidade semelhante de solubilizacdo do
RN104. PEG400 também foi avaliado como coemulsificante; no entanto SEDDS
formulados utilizando esse excipiente apresentaram separacdo de fases dentro de
algumas horas ap0s o preparo. Como pode ser visto na Figura 26, a area de emulsédo
obtida com combinacdo de monooleato de sorbitano (Span 80®) e polissorbato 80
(Tween 80%) foi ampla, além de apresentar maior proporcdo de 6leo e menor
concentracdo de surfactante/coemulsificante, o que pode conferir menor toxicidade a
formulacdo (DOKANIA & JOSHI, 2015). Assim, esta composicao foi selecionada para

0s estudos posteriores.
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Figura 26 - Diagramas de fases pseudoternérios mostrando as regides de microemulsdo
(a area dentro da linha s6lida) com TCM como fase oleosa e diferentes emulsificantes e

coemulsificantes
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Fonte: Dados da pesquisa, Origin®

4.2 Otimizacéo do SEDDS utilizando CCD-RSM

Otimizar uma formulacdo é um processo complexo que requer extensa
experimentacdo. No entanto, o uso do CCD-RSM no desenvolvimento de formulacdes
pode oferecer a possibilidade de avaliar muitas variaveis em diferentes niveis com
namero de experimentos reduzido. Nos estudos anteriores, a proporcdo
emulsificante/coemulsificante (X1) e a % de Oleo (X2) mostraram-se fatores
consideraveis no carregamento do RN104 (Y1) e também no tamanho de particula (Y2).
A analise de resposta do Stat-Ease 360 demonstrou que o modelo quadratico forneceu o
melhor ajuste para cada resposta Y1 e Y2. Os modelos matematicos codificados estdo
descritos a sequir:

Y1 =96,86 —4,39X2 + 2,57X1+ 5,34 X1.X2 — 17,52X1%
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(R?=0,9855; p<0.05)

Y2 = 164,25 + 140,15X2 — 156,60X1 — 85,49X1.X2 + 97,07X22% + 115,96X12

(R?=0,9918; p<0.05)

ANOVA foi aplicada para avaliar a carga do RN104 (Y1) e o tamanho de
particula (Y2), e o modelo quadrético foi significativo (p < 0,001) para ambas as
respostas. Os modelos construidos ndo apresentaram falta de ajuste. Para Y1 o R2
predito = 0,8926 e R? ajustado= 0,9752; Y2 R2? predito = 0,9435 e R2 ajustado = 0,9859,
ambos com boa concordancia, uma vez que a diferenca entre R? predito e R? ajustado
foi inferior a 0,2. Além disso, ambos apresentaram precisdo adequada (Y1 = 25,03; Y2
= 34,20), portanto 0os modelos podem ser usados para navegar no espago de design
testado. As superficies de resposta 3D e os graficos de contorno para carregamento do
RN104 (Y1) e tamanho de particula (Y2) sdo apresentados na Figura 27. As Figuras
27A e 27B descrevem o efeito de X1 e X2 em Y2. O aumento do teor de Oleo (X2) e a
diminuicdo da proporcdo de emulsificante e coemulsificante (X1) leva ao aumento
gradual do tamanho das particulas. As Figuras 27C e 27D mostraram que a carga do
RN104 aumenta quando a quantidade de dleo diminui combinada com a proporc¢éo
emulsificante/coemulsificante no nivel zero (polissorbato 80: monooleato sorbitano
2:1).

A formulacdo otimizada de SEDDS-RN104 foi selecionada com base nos
critérios estabelecidos que visam atingir o valor maximo de carga de ativo minimizando
o0 tamanho da particula. Esse calculo de desejabilidade foi realizado aplicando o método
de predicdo de ponto do Software Stat-Ease 360. Os resultados desejados para SEDDS-
RN104 podem ser obtidos com uma concentracdo de 6leo de 65,5% e uma razdo de
emulsificante para coemulsificante na proporcao de 2.

A precisao do modelo construido foi confirmada conduzindo trés experimentos
paralelos com base no 6timo previsto para a formulacdo. A média de carga do RN104
foi de 99,4 £ 0,1% (previsto 99,43%) e o tamanho médio das particulas foi de 118,4 +
0,7 nm (previsto 116,75 nm). Ambos os valores de resposta experimental estdo de
acordo com os valores previstos, indicando que o modelo esta bem ajustado a
otimizacdo da formulacdo. O desvio absoluto para cada reposta foi inferior a 10%,

confirmando a boa previsdo do modelo matematico.
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Figura 27 - Gréfico de superficie de resposta e o contorno correspondente mostrando a
influéncia da porcentagem de 6leo e da proporcédo entre emulsificante e coemulsificante
no tamanho das particulas (a ; b) e carga de RN104 (c ; d)
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Fonte: Dados da pesquisa, Stat-Ease 360°.

4.3 Estudo de estabilidade SEDDS-RN104

A formulagdo otimizada por CCD-RSM (E1, sem adicdo de antioxidante)

permaneceu estavel por menos de dois meses (Tabela 26).
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Tabela 26 - Parametros fisico-quimicos no estudo de estabilidade de E1 SEDDS-RN104
(média £ desvio padrédo)

T=0 T=1 T=2 T=3

RN104 autoemulsionado (%) 98,61+0,58 98,17+0,14 74,89+0,23 54,97+0,16

Tamanho de particula (nm)? 121,2+1,1 132,3x1,3 145,2+0,7 165,8+1,6
Potencial zeta (mV)® -16,5+0,6  -12,3+0,8  -9,9+0,2  -7,41%0,3
indice de Polidispersio 0,24+0,01 0,24+0,02 0,26+0,02 0,28+0,01

Notas: T=0, T=1,T=2eT =3 indicam medidas ap6s 0, 1, 2 e 3 meses; (a) O tamanho médio das
particulas e (b) o potencial Zeta foram medidos apds diluicdo de 200 vezes em agua Milli-Q,
respectivamente, por espalhamento dindmico de luz (DLS) e DLS acoplado com mobilidade
eletroforética, usando Zetasizer Nano-ZS90 com angulo fixo feixe de laser (90°) a 25 “C. Os dados foram

expressos pela média (n = 3) + desvio padrédo (DP).

Os valores negativos observados para o PZ podem ser atribuidos a presenca de
acidos graxos originados de surfactantes derivados de ésteres acidos, como monooleato
de sorbitano e polissorbato 80 (SALVIA-TRUJILLO et al., 2013). Ao longo dos meses,
houve um aumento do tamanho de particula e PDI. Concomitantemente, foi observada
diminuicdo no RN104 autoemulsionado (%) e do valor em modulo do PZ.

Os 0Oleos séo propensos a oxidacdo, um processo comumente retardado pela
adicdo de antioxidantes, como os derivados do &cido ascOrbico. Embora o éacido
ascorbico seja abundante na natureza, é pouco associado a 6leos devido a sua natureza
hidrofilica. O derivado sintético do acido ascérbico amplamente utilizado € o PA um
éster com propriedades lipofilicas que € praticamente insolivel em agua.

O PA previne a peroxidacdo lipidica ao extinguir o oxigénio singleto,
transformando-se entdo em uma forma oxidada desprovida de atividade oxidante
(TENEVA & DIMCHEVA, 2016; MORIBE et al., 2011) (Figura 28).

Figura 28 - Reacdo de oxidacdo do palmitato de ascorbila.
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Fonte: Adaptado de MORIBE et al., 2011.
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Com o objetivo de aumentar o tempo de estabilidade, o PA foi adicionado em

diferentes concentragdes (E1, E2, E3, E4 e E5). Os resultados s&o apresentados na

Figura 29.
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N&o houve diferenca significativa entre o tamanho médio de particulas apds a
emulsificacdo das formulagGes E1-E5 ao longo do periodo de acompanhamento de 6
meses (p = 0,2197) (Figura 30 A). No entanto, ao comparar o tamanho das particulas no
momento especifico de 6 meses, foi observada diferenca significativa (p < 0,0001) entre
as formulagdes com diferentes concentragdes de PA (E5-E3; E5-E2; E5-E1 e E4-E1)
(Figura 30 B).

Figura 30 - Intervalos de confianca calculados para o tamanho de particula ap6s
ANOVA seguida de teste de Tukey (p< 0,05). (A) Diferenca entre médias dos grupos
durante os 6 meses; (B) diferenca entre as médias dos grupos no momento especifico de

6 meses
A B
Intervalo de Confianca 95% (Tukey) Intervalo de Confianca 95% (Tukey)
ES5 - E4 —————— E5 - E4- —_——
ES5 - E3 e e E5 - E3- S e
Ed4 - E3- I E4 - E3 I S —
E5 - E24 ——————— ES - E2 p——i :
E4 - E24 ————— E4 - E2+ ————————
E3 - E2 —_—— E3 - E2 e
E5 - E1- e E5 - E1- e :
E4 - E1 —_————— E4 - E1+ —_——
E3 - E1 — E3 - E1 e
E2 - E1 ————i E2 - E14 ]
T T T T T T T T T 1 1
-150 -100 -50 0 50 100 -2560 -200 -150 -100 -50 0 50

Diferenca entre as medias dos grupos Diferenca entre as medias dos grupos

Fonte: Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.

Em relacdo ao conteudo do RN104 observado ao longo dos 6 meses, houve uma
diferenca significativa (p = 0,0185) entre E1 e E5 e entre E5 e E2 (Tabela 27 e Figura
31A). Ou seja, a adicdo do PA na maior concentracdo foi capaz de reduzir a degradacéo
do RN104 na formulacdo durante o tempo acompanhado.

Analisando os valores de PDI, observou-se diferenca significativa entre o0s
grupos (p<0,0001) na comparacdo entre E1-E4 e E1-E5 (Figura 31B). Este achado
indica que a concentracdo de AP a 0,1% (m/m) (E5) é a mais adequada para a
manutencdo de um sistema monodisperso. Em relacdo a ZP, houve diferenca
(p<0,0001) entre o grupo sem PA (E1) e aqueles com suas maiores concentracdes (E3,
E4 e E5) (Figura 31C).

O contetdo do RN104 na formulagdo E5, contendo 0,1% (p/p) de PA,
permaneceu consistentemente estavel durante todo o estudo (Tabela 27). Esta

estabilidade ndo foi observada para as formulagdes com menores concentracoes de PA.



Tabela 27 - % RN104 nas formulagdes ao longo de seis meses (média + desvio; n=3)

Tempo

(meses) El E2 E3 E4 E5
T=0 98,58+0,60 98,88+1,13 98,53+0,51 98,98+0,15 98,78+0,27
T=1 98,180,110 97,90+0,70 97,60+0,42 98,24+0,99 97,53+0,52
T=2 7488+£050 76,81+155 83,37£1,27 84,84+2,41 96,18+1,06
T=3 54,93+0,10 55,96+0,16 60,33+1,74 84,00+2,11 97,47+0,72
T=4  42,40+0,76 45,68+1,52 50,03+1,34 79,87+0,75 97,26+0,05
T=5 43,92+1,04 40,47+0,78 48,88+1,32 75,61+0,65 97,65+0,66
T=6 39,60+0,53 37,46+1,10 40,37+0,89 69,17+0,72 95,63+1,24

Figura 31 - Intervalos de confianca calculados ap6s ANOVA seguida de teste de Tukey

(p < 0,05). (A) Diferenca entre médias de grupos para % RN104; (B) diferenca entre

médias de grupos para PDI; (C) diferenca entre médias dos grupos para ZP

A
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Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.

Quanto ao aspecto macroscopico, E4 e E5 mantiveram aspecto liquido ocre

limpido, semelhante as formulagdes recentemente preparadas. Contudo, a cor das outras

formulagdes mudou gradualmente para castanho-avermelhado ao longo do tempo

(Figura 32). E importante ressaltar que nenhuma formulacao exibiu quaisquer sinais de

precipitacdo durante todo o periodo de avaliacdo. Assim, o E5 foi escolhido para

estudos subsequentes devido a sua consideravel estabilidade e caracteristicas fisicas.
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Figura 32 - Imagem representativa das formulagdes E1 versus E5 ap6s 45 dias do

preparo quando ja se nota diferenciacdo de coloragdo entre elas

/4 o~
p

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4 Estudo de liberacéo in vitro do RN104

Os resultados dos testes de solubilidade do RN104 em diferentes meios aceptores
estdo apresentados na Figura 33.

Em alguns dos meios aceptores testados, H,O/EtOH (1:1) e solucdo aquosa de
Tween 20 0,5% e 1%, ndo foi possivel quantificar o0 RN104, pois sua concentracdo
encontrava-se abaixo do LQ do método validado.

O tampéo fosfato de potassio pH 7,4 + Tween 80 2% (p/v) (Farmacopeia, 2019)
foi 0 meio com a maior capacidade de solubilizacdo do RN104 (67,14 pg/mL). Assim,
este foi utilizado no estudo de liberacéo in vitro por diélise.

Apo6s 360 minutos, 0 SEDDS-RN104 alcangou quase 100% de liberacdo do
RN104 no meio, enquanto a dissolucdo acumulativa do ativo livre foi de cerca de 53%.
Conforme representado, o SEDDS-RN104 aumentou substancialmente a taxa de

dissolucédo do ativo (Figura 34).
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Figura 33 - Gréfico de solubilidade do RN104 (ug/mL) em diferentes meios aceptores

< 70,00 - {5
£ 60,00 -
(@]
= 50,00 -
= “‘%
= 40,00 - 2
o
o 30,00 -
©
§ 20,00 - %
2 )
2 10,00 - 8 %
—_ ] ]
2.0 NN SNs N
Q ' D3 olo olo S olo olo ol olo olo ) olo olo
& o @\OQ\ O %\\ %\\ - RS N %\ &
L x N N NS g N » I > > g v N
o N & N S & & & 4@0\ & <& X &
S & OO ST SN S ®© A S
< N A . S s S X
Q’%D Q}‘O K ob &P <¢°§ -\o(\
&q;& r»O\ Qoé&\ &e o 0@%
& S
&‘b(\\ Qoé{z;\
&
<
Fonte: Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.
Figura 34 - Liberacdo acumulativa do RN104 (%) para formulacdo SEDDS e para o
ativo livre
< 100,0 3 3
S
2 80,0
]
T 60,0
g = o
=}
E 40,0
3
8, 20.0 —— RN104-livre
g —s— SEDDS-RN104
=

Nos

0,0 I T T T T T T T T T T T 1

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720
Tempo (minutos)

Fonte: Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.

primeiros 10 minutos, a liberacdo acumulativa do RN104 foi

estatisticamente semelhante entre a formulacdo e o ativo livre. Porém, a partir dos 15

minutos, houve diferenca significativa nos perfis de liberacdo (p<0,05). Esta diferenca

demonstrou que o sistema SEDDS e o estado pré-solubilizado do ativo na fase oleosa

em forma de particulas de escala nanométrica podem aumentar a sua dissolugéo e,
consequentemente, a sua absor¢do no TGl (DOKANIA & JOSHI, 2015, MISHRA et
al., 2021, POUTON, 2006, SHEHATA et al., 2016).
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4.5 Avaliacéo do efeito da diluicdo no SEDDS-RN104

Ao avaliar o efeito de diluicio no SEDDS-RN104 (10 mg/ mL), todas as
amostras resultaram em tamanhos de particulas na escala nanométrica (< 130 nm) apés
a diluicdo, e ndo ocorreram alteracdes significativas neste parametro nas condicdes
testadas (p< 0,05), conforme detalhado na Tabela 28. As variacGes de pH utilizando
meio simulado gastrico (pH 1,2) e meio simulado intestinal (pH 6,8) foram realizadas
para simular o transito do TGI. Estas observacdes implicam que a estabilidade das
goticulas formadas ap6s a emulsificacdo, quer em termos de cinética ou termodindmica,
alinham-se com as caracteristicas associadas a formacdo de formulacBes a base de
lipides tipo I1IA (POUTON, 2006).

Tabela 28 - Robustez de diluicdo para SEDDS-RN104 (10 mg/mL) em diferentes meios

(média + desvio, n = 3)

Diluicao Tamanho de PDI PZ (mV) RN104 emulsionado (%)
particula (nm)

1:100 119,2+1,2 0,23+0,02 -14,7+0,1 98,32+0,74
1:200 120,4+2,2 0,24+0,01 -15,5+0,2 98,48+0,89
1:500" 121,4+0,4 0,24+0,01 -13,5#0,1 97,85+1,02
1:1000 119,7+1,5 0,23+0,02 -14,9+0,1 97,96+1,31
1:200 MSG 122,4+1,4 0,24+0,01 -12,2+0,2 98,14+0,90
1:200 MSI 123,4+2,1 0,24+0,02 -13,8+0,2 97,78+1,17

“diluicdo em agua ultrapura; MSG= meio simulado gastrico; MSI= meio simulado intestinal.

O tamanho médio das particulas foi de 122,4+1,4 nm (com PDI de 0,24+0,01)
empH 1,2 e 123,4+2,1 (com PDI de 0,24+0,02) em pH 6,8, respectivamente. O RN104
autoemulsionado foi determinado utilizando o método analitico validado e,
consistentemente, foram observados valores superiores a 97% em todos o0s

experimentos. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos.
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4.6 Microscopia de luz polarizada

As imagens de microscopia de luz polarizada revelaram inequivocamente a
auséncia de cristais do RN104 (Figura 35). Esta descoberta é essencial para o
desempenho da formulacdo, uma vez que a precipitacdo do ativo, especialmente apés a
diluicdo, pode retardar sua absor¢cdo (CERPNJAK et al., 2013, GUPTA et al., 2011,
MISHRA et al., 2021). A auséncia de precipitacdo sugere que o RN104 permanece
associado as goticulas, um fenémeno que poderia tanto aumentar sua absor¢do quanto
reduzir sua degradacdo (POUTON, 2006, RAHMAN et al., 2013).

Figura 35 - Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada para visualizagéo de
cristais do RN104 apos diluicdo em agua (1:200). (A) RN104 livre (10 mg/mL); (B) PA
livre (0,1% p/p); (C) SEDDS-RN104 (10 mg/mL), (D) SEDDS-branco

Fonte: Dados da pesquisa.

4.7 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Em termos de morfologia, foram observadas goticulas esféricas (Figura 36) com
distribuicdo de tamanho e polidispersidade comparaveis aquelas obtidas nos
experimentos de DLS (Tabela 27).
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Figura. 36 - Analise por microscopia eletronica de SEDDS-RN104 disperso em agua
ultrapura (1:200; aumento de 20.000 x)

0

Fonte: Dados da pesquisa.

5 CONCLUSAO

Nesta fase da pesquisa, utilizando a metodologia de planejamento de
experimentos, foi possivel otimizar uma formulacdo SEDDS que forma uma emulsao
nanométrica capaz de encapsular o RN104 eficientemente, quando disperso em agua e
em meios gastrointestinais simulados. A caracterizacdo da formulacdo foi realizada de
maneira a combinar diferentes técnicas, as quais confirmaram o perfil esperado para
este tipo de formulacdo. O SEDDS-RN104 contendo palmitato de ascorbila (0,1% p/p)
demonstrou estabilidade a temperatura ambiente por até 6 meses. Com base nos
resultados satisfatorios obtidos com o SEDDS formulado, a proxima etapa do estudo
envolveu a avaliacdo do perfil farmacocinético em um modelo murino de administracédo

per os.
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CAPITULO Il

AVALIACAO DO PERFIL FARMACOCINETICO ORAL DO DERIVADO
TIAZOLILHIDRAZONA RN104 INCORPORADO EM SISTEMA
AUTOEMULSIONAVEL
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1 INTRODUCAO

No CAPITULO 3 sera descrita a comparagdo da biodisponibilidade oral do
RN104 quando administrado aos animais na formulagdo SEDDS-RN104 e na forma
livre. Para tal, inicialmente, procedeu-se ao desenvolvimento e a validacdo do método
bioanalitico por CLAE- EM/EM para quantificar o RN104 no plasma dos animais. Em
seguida, o SEDDS desenvolvido foi avaliado quanto a sua capacidade de melhorar a

biodisponibilidade do RN104 apds administracéo per os.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Comparar a farmacocinética per os do RN104 quando administrado aos animais

incorporado a formulagcdo SEDDS e em sua forma livre.

2.2 Objetivos especificos

e desenvolver e validar méetodo bioanalitico por CLAE-EM/EM para quantificar o

RN104 em plasma animal;
e proceder o estudo farmacocinético em camundongos fémeas Swiss;

e calcular os parametros farmacocinéticos do RN104 quando administrado

incorporado a formulacdo e em sua forma livre.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Solventes e reagentes

a) Agua ultrapurificada em sistema Mili-Q Millipore® (Bedford, MA, EUA);

b) reagentes de grau cromatogréfico: acetonitrila (ACN) (Dinamica® Indaiatuba,
SP): 4cido fosférico 85% v/v (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo).

c) reagentes de grau analitico: fosfato de potassio monobasico (J.T.Baker®,
Xalostoc, EM, México);

d) excipientes utilizados: Tween 80 (Labsynth®, Diadema, SP), Span 80 (Sigma-
Aldrich®, S&o Paulo), TCM (Lipoid® GmbH, Ludiwigshafen, Alemanha), CMC
(Sigma-Aldrich®, Sao Paulo).
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e) salina estéril (flaconete de 10ml, SAMTEC®);
f) heparina (frasco 5mL, BLAU FARMACEUTICA®).
g) clotrimazol SQR (United States Pharmacopeia — USP — Rockville, USA), lote: J.

3.1.2 Equipamentos e acessorios

a) Equipamentos: balanca analitica, Shimadzu; centrifuga MR 23i, JOUAN®;
Sistema CLAE-EM/EM composto por: cromatégrafo liquido Agilent® 1200;
espectrdmetro de massas SCIEX® QTRAP 5500; freezer vertical -70 °C UTL-
2186, REVCO®.

b) acessorios: tubos criogénicos de 2,0 e 3,5 mL e de fundo conico tipo Falcon de
15 e 50 mL; tubos tipo insert de fundo plano de 250 pL, filtros 0,45 pm
(Sorbline Tecnologies®, Santa Maria, Brasil); coluna cromatografica Zorbax
Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm), com tamanho de poro de 95 A e tamanho de
particula 5 um da marca Agilent, baldes volumétricos calibrados, provetas, vials,

eppendorf, seringas, pipetas automaticas calibradas.

3.2 Métodos

3.2.1 Desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico para quantificacdo de

RN104 em plasma de camundongos

3.2.1.1 Parametros CLAE-EM/EM

Para o desenvolvimento do método bioanalitico partiu-se de um método
previamente validado e publicado (SILVA et al., 2020). As analises CLAE-EM/EM
foram realizadas utilizando um sistema Agilent® 1200 (Agilent Corporation, Santa
Clara, CA, EUA) e um espectrometro de massa AB SCIEX® QTRAP 5500 (AB
SCIEX, Framingham, MA, EUA), equipado com Fonte Turbo lonspray no modo
electrospray. A coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm; 5 pum) foi mantida a 40
°C. A agulha foi lavada por 30 segundos com solucdo de agua: metanol: acetona
(40:40:20 viv).

A fonte de ions de eletropulverizacdo foi operada no modo de ionizacdo positiva
e 0 nitrogénio foi usado como gas de nebulizacdo e dessolvatacdo. O potencial de
desagrupamento (DP) foi ajustado em 30 V para padréo interno (PI) (clotrimazol) e 75
V para RN104, potencial de entrada (EP) em 3 V para Pl e 6 V para RN104, gas de
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cortina 15 psi, tensdo de spray de ions (IV) +4500 V, temperatura da fonte 600 °C, gas
nebulizador (GS1) 50 psi, gas turbo (GS2) 45 psi e gas de colisdo ideal (CAD) foi
definido como médio. A quantificacdo foi realizada pelo modo Multiple Reactions
Monitoring (MRM). Os dados MRM foram coletados pelo espectrometro de massa
usando um tempo de permanéncia de 150 ms (20 pontos de dados por transicéo).

As transicbes MRM foram: m/z 286,1 — m/z 176,1 para quantificagdo de
RN104 (energia de colisdo 31 V e potencial de saida da célula de colisdo 9 V), m/z
286,1 — m/z 112,2 para monitoramento de RN104 (energia de colisdao 22 V e colisdo
potencial de saida da célula 6 V), m/z 345,2 — m/z 277,1 para quantificagdo Pl (energia
de colisdo 14 V e potencial de saida da célula de colisao 15 V) e m/z 345,2 — m/z
165,2 para monitoramento Pl (energia de colisdo 44 V e potencial de saida da célula de
coliséo 8 V).

3.2.1.2 Preparo dos pontos da curva de calibragdo e controle de qualidade

Os pontos da curva de calibragdo foram preparados em um pool de plasma
branco de camundongos nas seguintes concentracbes de RN104: 0,5 ng/mL (limite
inferior de quantificacdo, LI1Q), 1,25, 2,50, 5,00, 7,50, 10,0, 20,0, 30,0 e 40,0 ng/mL.
Amostras de controle de qualidade (CQ) baixo (CQB), médio (CQM), alto (CQA) e
diluicdo (CQD) foram preparadas a 1,50, 15,0, 35,0, 200,0 e 600 ng/mL. Para a anélise,
0s plasmas enriquecidos em CQD (200,0 e 600 ng/mL) foram diluidos 5 e 15 vezes com

plasma branco para a concentragéo final de 40 ng/mL.

3.2.1.3 Preparo da amostra

Uma aliquota de 100 puL do plasma de camundongos foi dispensada em um
microtubo de 1,0 mL. Posteriormente, 20 pL da solugdo de trabalho do PI (500 ng/mL)
foram adicionados e agitados em vortex por 30 segundos. Para avaliar a eficiéncia de
extracdo de diferentes solventes organicos, 200 pL de acetonitrila ou metanol foram
adicionados e depois agitados em vortex por 60 segundos. As amostras foram
centrifugadas a 13.540 g por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um

insert de 250 pL, acondicionado em vial &mbar e injetado no sistema cromatografico.

3.2.1.4 Validacao do método
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A validacdo do método foi realizada seguindo os procedimentos descritos nas
diretrizes regulatorias: Resolugdo n° 27, 2012 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, Brasil) (ANVISA, 2012) e o Guidance for Industry — Bioanalytical
Method Validation, 2018 de Food and Drug Administration (FDA, 2018).

Para avaliar a seletividade, foram analisadas seis amostras individuais de plasma
branco de camundongos. Os cromatogramas obtidos foram comparados com as
amostras no LIQ. Os picos de interferentes nos tempos de retencdo de RN104 e do Pl
foram considerados dentro do limite aceitavel se a &rea foi inferior a 20% da area do
analito e a 5% da area do Pl. O LIQ foi determinado como a menor concentracdo de
analito no plasma de camundongos que apresentou exatiddo (desvio = 20% da
concentracdo nominal) e preciséo (coeficiente de variagao (CV) <20%).

O efeito residual foi avaliado injetando-se uma amostra de plasma branco
seguido de uma amostra no limite superior de quantificacdo (LSQ) do metodo e na
sequéncia duas amostras de plasma branco. As respostas dos picos interferentes nos
tempos de retencdo do RN104 devem ser inferiores a 20% e no tempo de retengéo do PI
inferiores a 5%.

As curvas de calibracdo foram obtidas pela analise de padrdes de calibragdo em
nove concentracdes diferentes, extraidos em duplicata durante trés dias consecutivos. As
curvas foram plotadas usando concentracdo versus razdo de area de pico para
RN104/PI, na faixa de 0,5 a 40,0 ng/mL. Houve aprovacdo da curva de calibracdo
quando 75% dos pontos apresentaram desvios inferiores aos descritos (20% para o LIQ
e de 15% para os demais niveis), além de ter no minimo seis niveis de concentracao
incluindo LIQ e LSQ aprovados.

A precisdo e exatiddo foram avaliadas por meio da andlise de cinco réplicas de
amostras em trés dias distintos, em cinco concentragdes: LIQ, CQB, CQM, CQA e
CQD. A preciséo foi aprovada se o CV fosse < 15% para cada CQ e < 20% para o LIQ.
A exatida foi aceitavel quando a concentracdo encontrada estava dentro de + 15% dos
valores nominais para cada CQ e dentro de + 20% no LIQ.

A determinacdo do efeito de matriz foi realizada pelo método do fator matricial
normalizado (FMN). Esse efeito para 0 RN104 e PI foi avaliado em trés niveis de CQ:
CQB, CQM e CQA. Esta avaliacdo envolveu a comparacdo da area média das amostras
ndo extraidas (adicionadas apds a extracdo) com a area media das solucbes padrdo em
fase mdével em cada nivel de CQ. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e um

coeficiente de variagdo (CV) < 15% para FMN foi considerado aceitavel.
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A recuperacdo da extracdo foi avaliada comparando-se as areas dos picos das
amostras de plasma branco adicionadas do RN104 e do Pl antes da extragdo com
amostras em fase mével nas mesmas concentracfes. Foram avaliados trés niveis: CQB,
CQM e CQA em triplicata. A taxa de recuperacdo foi expressa como a porcentagem da
concentragdo nominal do analito ou Pl na matriz bioldgica que foi extraida.

A estabilidade do RN104 no plasma de camundongos foi avaliada usando
amostras CQB, CQM e CQA sob as seguintes condicbes de armazenamento:
estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento (ECC) (3 ciclos,
congelamento a -70 °C e descongelamento a 22 + 2 °C), estabilidade de curta duragéo
(ECD) (6 h a 22 + 2 °C), estabilidade a longa duracdo (ELD) (8 semanas a —70 °C) e
estabilidade pds-processamento (EPP) no amostrador automatico (6 h a 4 + 1 °C).
Todas as analises de estabilidade foram realizadas em triplicata e simultaneamente a
uma curva de calibragdo. A estabilidade foi confirmada se o desvio das concentragdes

nominais estivesse dentro de + 15%.

3.2.2 Estudo farmacocinético

O protocolo de experimentacdo animal para o estudo farmacocinético foi
submetido a avaliacdo do CEUA (Comisséo de Etica no Uso de Animais) da UFMG e
aprovado em 29 de mar¢o de 2021, sob o nimero de protocolo 46/2021 (Anexos).

Para a conducdo do estudo, foram utilizados camundongos Swiss fémeas,
pesando entre 23-30 g, os quais foram alojados em uma sala com temperatura
controlada e tiveram livre acesso a agua e comida, seguindo ciclos de 12 horas de
claro/escuro. Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos, cada um
composto por 40 individuos (n = 4/ tempo). O primeiro grupo foi tratado com SEDDS-
RN104 (10 mg/mL) previamente emulsionado em &gua ultrapura na propor¢do de 1:1,
enquanto o segundo grupo recebeu uma suspensdo de RN04 (6,5 mg/mL) em 0,5% p/v
de carboximetilcelulose (CMC). Cada animal recebeu uma dose de RN104 equivalente
a 50 mg/kg, administrada per os.

Em intervalos predefinidos ap6s a administracdo (10, 20, 30, 45, 60 minutos e 2,
4, 6, 8 e 12 horas), amostras de sangue foram coletadas por decapitacdo em tubos
heparinizados (10 pl de heparina 5 Ul/mL) e imediatamente centrifugadas a 4 °C, a
13.540 g, por 10 minutos. O plasma obtido foi armazenado a -70 °C até a quantificagdo
do RN104 utilizando o método CLAE/EM-EM previamente validado.
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Calculou-se as médias, minimos, méaximos e foi realizada a ANOVA com um o
de 0,05. Os valores de Cnax € de Tmax foram obtidos a partir da média aritmética dos
valores méximos obtidos para cada administragdo. A ASC, . foi calculada pelo método
dos trapezoides. A Kg foi calculada pela aplicagdo do modelo de regresséo linear as
concentragdes plasmaticas correspondentes a fase de eliminacdo do RN104 (ultimos 4
tempos de coleta), sendo a inclinagéo obtida correspondente ao seu valor. Calculou-se o
t1, por meio da equacéo: ty, = 0,693/ Kg €, para o célculo da ASCy - .., foram utilizados
os valores da Kg e da ASCy -, empregando-se a equacgao: ASCy .., = ASCy . + Ct/Kg
(onde Ct é a Gltima concentracdo do farmaco determinada acima do LIQ). O volume de
distribuicdo aparente (\Vd) foi calculado pela equacéo: Vd/F = CL/ K¢ e 0 clearance por
(CL/F) = dose/ ASCy. .

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros CLAE-EM/EM

O comportamento de ioniza¢do do RN104 em modo positivo ja foi caracterizado
anteriormente, junto a utilizacdo do clotrimazol como Pl na validagdo do método
bioanalitico (SILVA et al., 2020).

Inicialmente foi testada a fase movel composta por acetonitrila e agua (85:15,
v/v) acidificada com &cido formico 0,1% a uma vazdo de 1,0 mL/min conforme
previamente publicado (SILVA et al., 2020), mas nédo foi possivel reter o Pl de maneira
satisfatoria, uma vez que a coluna atualmente utilizada apresenta comprimento de 150
mm, sendo menor do que a anterior de 250 mm.

Modificaces subsequentes nas condi¢des cromatograficas foram realizadas para
aumentar a retencdo do Pl e diminuir o consumo de solvente. As condicdes ideais,
caracterizadas por sinais de alta intensidade e um menor tempo de corrida, foram
alcancadas utilizando elui¢do gradiente com acetonitrila e acetato de aménio 2 mM
(90:10, v/v) com 0,5% (v/v) de acido férmico, com fluxo de 0,7 mL/min de 0 a 2,3 min,
aumentado para 0,8 mL/min de 2,4 a 4,5 min e depois equilibrado em 0,7 mL/min por
0,5 minutos. O uso de &cido férmico na fase movel foi essencial para aumentar a
ionizagdo tanto do analito quanto do Pl no modo de ionizagdo por eletrospray positivo
(ESI(+)). Nessas condigdes, os tempos de retencdo foram de 2,3 min para o Pl e 4,0 min
para 0 RN104 (Figura 37).
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4.2 Preparo da amostra

No processo de preparacdo de amostras utilizando o método de precipitacdo de
proteinas, foram avaliados dois solventes: acetonitrila e metanol. A introducdo de
solvente organico na amostra provoca uma reducdo na constante dielétrica da matriz,
deslocando as moléculas de dgua que circundam as regides hidrofobicas na superficie da
proteina. Isso, por sua vez, facilita as interacGes eletrostaticas entre as proteinas,
levando a sua agregacao e subsequente precipitacdo (POLSON et al., 2003).

A utilizacdo de acetonitrila ndo gerou resultados satisfatérios, pois durante os
testes do solvente extrator, foi observada supressdo de ionizagdo para o Pl e uma
indugdo de ionizagdo para o composto RN104. Isso impossibilitaria a elimina¢do do
efeito de matriz por meio do FMN. Por outro lado, ao empregar o metanol, foi
observada uma supressdo de ordens de grandeza muito proximas para ambos os
compostos, além de um sobrenadante mais limpido. Portanto, o metanol foi selecionado

como solvente extrator para este metodo.

Figura 37 - Cromatogramas CLAE-EM/EM de plasma branco enriquecido com RN104
(7,5 ng/mL) (A) e PI na concentracéo de trabalho (100 ng/mL) (B)
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.3 Validacao do método

Na validacdo do método foram construidas trés curvas de calibracdo conforme
descrito no item 3.3.3.4. As equacOes das retas obtidas a partir de cada uma das curvas
de calibracdo sdo apresentadas na Figura 38.

As curvas foram analisadas em trés dias consecutivos e demonstraram uma
linearidade adequada dentro da faixa de trabalho (0,50 a 40 ng/mL) para 0 composto

RN104. Esta adequacdo foi confirmada pelo fato de que todas as trés curvas
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apresentarem um coeficiente de correlacdo superior a 0,99, DPR < 20% em relacdo a
concentracdo nominal do LIQ e DPR < 15% em relagdo as demais concentragdes da
curva. Nas curvas dos dias dois e trés, um ponto foi excluido de cada uma, mantendo-se
ainda dentro do limite estabelecido de mais de 75% dos niveis aprovados.

Figura 38 - Curvas analiticas obtidas em plasma de camundongo para 0 composto

RN104, na faixa de 0,5 a 40 ng/mL, em dias consecutivos
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Fonte: Dados da pesquisa.

As areas do Pl nas amostras zero foram muito semelhantes aquelas encontradas
para as demais amostras das curvas analiticas. A regressao linear sem fator de
ponderacdo resultou na equacdo média y = 0,0316x + 0,0172, com coeficiente de
determinacdo (r?) acima de 0,99 (r2 = 0,9989).

A seletividade do método foi confirmada pela auséncia de qualquer pico
interferente nos mesmos tempos de retencdo do Pl e do RN104, em seis amostras de
plasma branco analisadas. Assim, o método foi capaz de diferenciar e quantificar o
analito e o Pl na presenca dos interferentes da matriz biologica, metabdlitos e
impurezas. Caso o método desenvolvido ndo seja seletivo, isso pode acarretar na

obtencdo de concentragdes muito diferentes das reais, afetando a preciséo e a exatidao
das analises.
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Para mitigar o efeito residual, a seringa e a al¢a do injetor foram lavadas por 30
segundos com solugdo de agua: metanol: acetona (40:40:20 v/v). Apos a adogdo deste
procedimento, ndo foi verificado carryover nas amostras de plasma branco injetadas
apos as amostras de LSQ.

A precisdo e exatiddo foram confirmadas pelas analises de cinco niveis de CQ:
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. O CV esteve consistentemente abaixo de 15% em
todas as amostras, e os valores de exatiddo variaram de 97 a 102% da concentracéo
nominal, confirmando a exatiddo e precisdo do método dentro da faixa de concentracdo
testada (Tabela 29). Os resultados do CQD demonstraram que a diluicdo das amostras

com plasma branco dentro da faixa proposta nao afetou os resultados da anélise.

Tabela 29 - Preciséo intracorrida e intercorrida (CV,%) e exatiddo (%) para

RN104
Intracorrida Intercorrida
(n=59) (n = 15)
CQ nivel

Preciséo Exatidao Preciséo Exatidédo

(CV %) (%) (CV %) (%)
LIQ (0,5 ng/mL) 4,46 98,92 5,54 97,55
CQB (1,5 ng/mL) 2,92 97,40 5,67 102,26
CQM (15 ng/mL) 3,73 98,70 2,54 99,13
CQA (35 ng/mL) 3,86 100,76 3,04 99,42
CQD (200 ng/mL) 6,60 102,52 7,15 102,42
CQD (600 ng/mL) 3,82 102,37 6,21 101,56

A avaliacdo dos valores de FMN ndo indicou efeito matricial significativo no
método, com valores de CV obtidos abaixo de 15% para todas as amostras analisadas
(Tabela 30). Assim, a matriz plasmatica ndo interferiu de forma significativa no
processo de ionizacdo e na deteccdo do analito, pois a utilizacdo do FMN foi capaz de

minimizar o efeito supressor observado.
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Tabela 30 - FMN calculados a partir dos testes de efeito matriz

CQB CQM CQA
FMN

1 1,01 1,01 0,99

2 1,01 0,96 0,98

3 101 1,03 1,02

Média FMN 1,01 1,00 1,00

CV (%) 0.43 3,98 1,88

A recuperacdo foi avaliada por meio da comparacdo de amostras de plasma
branco adicionadas de RN104 e Pl antes da extragdo com amostras em solucdo, nas
mesmas concentragdes. Os resultados foram expressos em relagdo a porcentagem da

concentra¢do nominal do analito na matriz biologica (Tabela 31).

Tabela 31 - Taxas de recuperacao (%) obtidas para RN104 e PI

Recuperagao (%) CQB CQM CQA
Replicatas 1 2 3 1 2 3 1 2 3
RN104 73,82 74,96 74,47 7391 74,63 75,03 77,62 77,73 76,66
Media * desvio
74,42 £ 0,54 75,03 £1,35 77,34 +0,58
(n=3)
Replicatas 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Pl 76,07 74,15 75,46 74,97 76,60 76,84 72,33 74,21 73,03
Meédia * desvio
75,23 £ 0,95 76,14 +1,02 73,19 +0,93

(n=3)

A recuperacdo relativa média (n = 9) de RN104 e PI foi de 75,59 + 1,54% e
74,85 + 1,48%, respectivamente. Ndo ha um limite estabelecido para a aprovacdo da
recuperacdo, porém é desejado que as taxas de recuperacdo tanto do analito quanto do
Pl sejam constantes dentro da faixa de concentragéo de trabalho como apresentado neste

método.
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O RN104 demonstrou estabilidade em amostras de plasma durante pelo menos 6
horas a temperatura ambiente (ECD), oito semanas a -70 °C (ELD), 6 horas a 4 °C apds
a extracdo (EPP) e ap0s trés ciclos de congelamento-descongelamento (ECC), uma vez
que as alteracdes médias no conteldo do analito permaneceram dentro de +15 % (EPR
%) da concentracdo inicial (Tabela 32). Todas as amostras de plasma obtidas de
camundongos no estudo farmacocinético e durante a validacdo foram processadas

dentro dos prazos definido e dos ciclos de congelamento e descongelamento.

Tabela 32 - Resultados obtidos na avaliagdo da estabilidade do RN104 em plasma de

camundongo
ECC ECD
cQB CQM CQA cQB CQM CQA
Concentragéo
média (ng/mL) 1,28 12,80 30,55 1,33 12,60 32,82
(n=3)
CV% 5,19 4,16 2,82 1,43 3,02 2,38
EPR%" -13,44 -7,63 -13,36 -8,14 -14,39 -6,93
ELD EPP
COB CQOM CQA COB CQM CQA
Concentragéo
média (ng/mL) 1,31 13,64 31,73 1,31 14,51 31,34
(n=3)
CV% 4,46 2,13 8,07 2,14 8,79 4,22
EPR%" -11,06 -1,59 -10,01 -9,30 -2,01 -11,13

* Calculado em relagdo as amostras recém-preparadas.

Dessa maneira, é possivel afirmar que nas analises realizadas foram obtidos
valores proximos aos reais, uma vez que a estabilidade do RN104 e Pl na matriz

biologica foi comprovada.

4.4 Estudo farmacocinético
Nenhuma mudanga comportamental ou sinais de toxicidade foram observados
nos camundongos ao longo do experimento. A extracdo do RN104 do plasma e sua

quantificacdo seguiram o método bioanalitico validado neste estudo. Amostras de
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plasma acima do LSQ foram diluidas de acordo com o procedimento validado e
reanalisadas para se adequarem a faixa de concentragdo da curva de calibrac&o.

A Figura 39 mostra o gréafico referente a concentracdo do RN104 no plasma
versus 0 tempo apds a administracdo per os de SEDDS-RN104 e RN104 livre.
ConcentragBes plasméticas expressivamente mais altas do RN104 foram encontradas
nos camundongos que receberam SEDDS-RN104 em comparacdo com aqueles tratados

com RN104 livre. Os pardmetros farmacocinéticos foram calculados e estdo na Tabela

33.

Figura 39 - Curvas de concentracdo plasmatica versus tempo para SEDDS-RN104 e
RN104 livre apds administracdo per os em camundongos
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em comparacdo com o RN104 livre, foi observado um aumento de 21 vezes na
AUC,.:do SEDDS-RN104. A biodisponibilidade relativa do SEDDS-RN104 em relacao
ao RN104 livre foi de 2133%. Estes resultados demonstraram um aumento significativo

na biodisponibilidade oral do RN104 apds sua incorporacdo no SEDDS formulado.

Em estudo anterior (de SA et al., 2018), camundongos infectados com
Cryptococcus foram tratados com RN104 livre por via intraperitoneal na dosagem de 10
mg/kg. Os resultados revelaram uma maior taxa de sobrevivéncia para animais tratados
com RN104 livre em compara¢do com o grupo controle tratado com fluconazol na

mesma dose (10 mg/kg). Portanto, considerando-se que no presente estudo foi utilizada
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a dose de 50 mg/kg, prevé-se que a concentracdo plasmética observada para SEDDS-
RN104 seja suficientemente eficaz para controlar a infecgdo fungica.

Tabela 33 - Parametros farmacocinéticos apos administracao per os de SEDDS-RN104

e RN104 livre em camundongos (média + desvio padréo)

Parametros SEDDS-RN104 RN104 livre
Crmax (Ng/ML) 589,2+10,8 58,6+3,3
Tmax (Min) 45+0 2040
AUCq. (ng/mL.h) 2698,5+52,7 126,5+3,3
AUCq.. (ng/mL.h) 3549,3+67,5 130,2+3,4
T4 (h) 6,30,3 2,4+0,1
Ker (h™) 0,11+0,01 0,29+0,01
Vd/F (L/Kg) 0,13+0,01 1,31+0,04
CL/F (mL/h/Kg) 0,01:0,00 0,38+0,01
Biodisponibilidade relativa (%) 2133 -

n = 4 /tempo de coleta

Os componentes utilizados no SEDDS desempenham um papel fundamental na
solubilizacdo do RN104, pois esta formulacdo apresenta o ativo em nanogoticulas,
oferecendo uma area superficial significativamente aumentada que facilita sua absorcéo.
Outro aspecto notavel do SEDDS envolve o seu potencial de absorcdo por meio do
sistema linfatico, contornando assim o metabolismo hepatico de primeira passagem
(CHATTERJEE et al., 2016). Dentro do intestino, a emulsdo formada pode ser
absorvida pelas células M das placas de Peyer. No lGmen intestinal, os triglicerideos que
constituem o SEDDS sofrem decomposicdo em diglicerideos, monoglicerideos e,
finalmente, em &cidos graxos livres, que podem formar micelas mistas com sais biliares,
entrando nos enterdcitos. Uma vez dentro dos enterdcitos, os monoglicerideos e 0s
acidos graxos sdo recombinados para formar novos triglicerideos que se fundem com o
colesterol, a apoliproteina B-48 e os fosfolipidios, dando origem aos quilomicrons
(QLM). Os QLM sdo transportados pelo sistema linfatico mesentérico e entram na
circulagdo sistémica por meio da drenagem linfatica no ducto torécico.

Consequentemente, o ativo-QLM pode entrar no transporte linfatico, contornando assim
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a circulacdo portal. Outras possiveis vias de transporte incluem paracelular, fuséo e
transcitose (DATE et al., 2019; RANI et al., 2019). Esta observagdo pode explicar
porque a taxa de dissolugdo in vitro ndo é tdo significativamente melhorada em
comparagdo com a biodisponibilidade (SHARMA et al.,, 2020). Os SEDDS
demonstraram potencial no aumento da biodisponibilidade oral de vérios agentes
terapéuticos, como albendazol, ramipril, ezetimiba, cefpodoxima e curcumina (DATE et
al., 2010, ZHU & ZHANG, 2020).

Observam-se dois picos na concentracdo plasmatica ap6s a administracdo do
SEDDS-RN104, em 45 min e 250 min, respectivamente. Esse achado pode estar
relacionado a circulacdo entero-hepatica, captacdo por via linfatica ou a presenca de
dois locais de absorcdo distintos no TGI (ROBERTS et al, 2002;
SHAILENDRAKUMAR et al., 2020).

O Tmax do SEDDS-RN104 foi mais que o dobro do obtido para 0 RN104 livre,
indicando uma liberagdo mais sustentada apds administracdo oral. Da mesma forma, o
Ty, obtido para a formulacdo foi consideravelmente superior (3 vezes). O aumento do
Tio € a reducdo do clearance obtidos com a formulacdo SEEDS fazem com que o
RN104 seja eliminado mais lentamente, permanecendo disponivel na circulagédo
sistémica por mais tempo. Consequentemente, esses fatores levam a um aumento na
area sob a curva e na biodisponibilidade do composto.

De forma semelhante, a Ky do SEDDS-RN104 foi trés vezes menor que aquela
do RN104 livre. Esses achados podem estar relacionados a diminuicdo do metabolismo
de primeira passagem e ao efeito protetor do SEDDS na degradacdo do RN104. Este
efeito pode ser alcancado também pela inibicdo da atividade do CYP3A4 nos
enterdcitos em razdo da presenca dos surfactantes na formulacdo de SEDDS (ZHANG
et al.,, 2021). Consequentemente, a duracdo da acdo do RN104 €é prolongada,
representando uma vantagem adicional do SEDDS-RN104 em comparacdo ao RN104
livre.

Os resultados globais do estudo farmacocinético comprovaram que a formulacéo
autoemulsionavel desenvolvida cumpriu o seu papel na promocéo de uma melhoria na
biodisponibilidade oral em relacio ao RN104 livre, superando a sua limitada

solubilidade em meio aquoso.
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Além disso, o perfil de liberagdo sustentada e a extensdo da meia-vida de
eliminacdo do RN104 representam melhorias farmacocinéticas significativas alcancadas
com a administragéo da formulagdo SEDDS.

5 CONCLUSAO

SEDDS-RN104 apresentou uma melhoria significativa no perfil farmacocinético
e na biodisponibilidade oral deste candidato a farmaco. Portanto, a formulacéo
desenvolvida representa uma conquista notdvel para superar as limitacGes
biofarmacéuticas e farmacocinéticas do RN104 e consolidar este composto como um
potencial candidato antiflngico.
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CAPITULO IV
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E DA CITOTOXICIDADE DO
DERIVADO TIAZOLILHIDRAZONA RN104 INCORPORADO EM SISTEMA
AUTOEMULSIONAVEL
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1 INTRODUCAO

No CAPITULO 4 sera descrita a avaliagio da citotoxicidade do RN104 quando
incorporado em um sistema autoemulsiondvel em comparacdo a sua forma livre. Para
tal, procedeu-se ao teste em células Caco-2 em trés diferentes concentracbes do RN104.
Em seguida, realizou-se o estudo de atividade antifingica em camundongos C57BL/6

infectados por Cryptococcus neoformans.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade e a atividade antifungica do RN104 incorporado em
SEDDS em comparacdo ao ativo livre.

2.2 Objetivos especificos

e avaliar a citotoxicidade do RN104 na formulacdo autoemulsiondvel em

comparacgdo ao composto livre em células Caco-2;

e proceder estudo de atividade antifungica in vivo em camundongos C57BL/6

infectados por Cryptococcus neoformans H99.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Solventes e reagentes

a) Agua ultrapurificada filtrada em membrana 0,22 pum;

b) excipientes utilizados: Tween 80 (Labsynth®, Diadema, SP), Span 80 (Sigma-
Aldrich®, S&o Paulo), TCM (Lipoid® GmbH, Ludiwigshafen, Alemanha), CMC
(Dinamica®, Indaiatuba, SP), palmitato de ascorbila (doado por Farmacia de
Manipulacédo);

c) fluconazol (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo);

d) anestésicos: quetamina e xilazina (Syntec®, Sdo Paulo) em PBS;

e) dimetilsulféxido (Labsynth®, Diadema, SP).

f) MTT (Sigma-Aldrich®, S&o Paulo).
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3.1.2 Equipamentos e acessorios
a) Equipamentos: balanca analitica, Shimadzu; agitadores magnéticos;
microscopios Olympus® CKX53 e Motic® BA310E;
b) Acessorios: fio de sutura (Brasuture®); filtro 0,22 pm.

3.2 Métodos

3.2.1 Estudo para avaliagdo da citotoxicidade da formulagcdo autoemulsionavel contendo
RN104 em comparag&o ao ativo livre em modelo de células Caco-2

As células Caco-2 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) em microplacas de 96 pocos, na densidade de 2,0 x 10* células por pogo,
incubadas por 48 h a 37 °C, com 5% de CO, e 90% de umidade.

Apos 48 h, 0 meio de cultura foi retirado e substituido por 100 pL de meio DMEM
sem fenol contendo 0 RN104 na formulag&o ou em sua forma livre nas concentragdes de 5,
10 e 50 pg/mL. Para avaliagdo do controle de morte celular (controle positivo) foram
adicionados meio DMEM contendo dimetilsulfoxido (DMSO) a 50%. Ja para o controle de
viabilidade celular (controle negativo) foram adicionados meio DMEM puro. A formulagao
branca também foi testada. Todas as avaliag@es foram feitas em sextuplicata.

A placa contendo as amostras e os controles foi incubada por 4 horas a 37 °C. Apds
esse tempo, as solugdes em cada poco foram aspiradas e as células novamente incubadas a
37 °C por 2 horas com 30 pL da solugdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoli)-2,5-
difenil-2H-tetrazdlio) em concentragdo de 5 mg/mL diluida em meio de DMEM sem fenol e
tampdo PBS 9:1 (v/v). Em seguida, adicionou-se 70 pL da solugédo de solubilizagdo de MTT
(isopropanol acidificado com HCI 1%). A placa foi entdo protegida da luz e colocada em
um agitador orbital, com agitacdo a 100 rpm por 15 minutos para favorecer a solubilizacdo
dos cristais de formazan.

Apos a solubilizagdo, determinou-se as absorbancias espectrofotometricamente em
comprimentos de onda de 570 nm e 690 nm. A viabilidade celular foi calculada em relacéo
a medida de absorbancia das células expostas ao controle negativo, que foi considerado o
100% de viabilidade celular.

As diferencas entre os grupos foram avaliadas pela aplicacdo do teste de
normalidade seguido por ANOVA de uma via com medidas repetidas e teste de Tukey,
a um nivel de significancia de 95% (Software Past® 3.26; HAMMER, HARPER &
RYAN, 2001).
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3.2.2 Estudo para avaliacdo da atividade antifingica em modelo murino de infeccéo
por C. neoformans
3.2.2.1 Curva de sobrevida

Para avaliacdo de atividade antifingica, utilizou-se camundongos fémeas
C57BL/6, pesando entre 20 e 23 gramas, adquiridas do Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram divididos em grupos de seis
por gaiola, inclusive para os grupos controles. Agua e ragdo fornecidas ad libitum e
submetidos a ciclos de claro/escuro de 12 horas.

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 79/2024, anexos) e seguiram-se
protocolos e guias de manejo em consonancia com o0 CONCEA (Guia brasileiro de
producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais em atividade de ensino ou pesquisa
cientifica, 2019).

Para avaliagdo da influéncia do RN104 incorporado no sistema
autoemulsionavel (previamente emulsionado em agua ultrapura na proporcao de 1:1) na
sobrevida dos animais infectados, foi realizado um estudo no qual os animais foram
infectados e tratados diariamente com o RN104 e fluconazol. Para tal, a linhagem C.
neoformans H99 foi previamente cultivada em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) a 35
°C durante 48 horas. Em seguida, as células foram transferidas para solucédo salina
estéril (NaCl 0,9%) e o indculo foi contabilizado em camara de Neubauer com o uso de
azul de Trypan e padronizado para 1 x 10° células em 30 pl.

Para a infeccdo, os camundongos foram previamente anestesiados com uma
solucdo de quetamina e xilazina, respectivamente, na dose de 80 mg/Kg e 10 mg/Kg
diluidas em PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,, 1,46 mM KH,PO,).
Ap0s a sedacdo, foi realizada a antissepsia do local da incisdo utilizando etanol 70% e
realizou-se uma pequena incisdo medial longitudinal na pele posterior ao mento do
animal, proxima a tireoide. A seguir, procedeu-se a separacdo das camadas dos tecidos
expondo a traqueia para a inoculacdo com 30 pL da suspensdo fungica preparada
conforme descrito anteriormente. Entdo, a incisdo foi suturada usando um fio de nylon
4-0 (BRASUTURE) e os grupos experimentais foram monitorados e mantidos em
gaiolas separadas.

O tratamento foi iniciado 24 horas apos a infeccdo, sendo 6 animais por grupo.

Os tratamentos foram realizados per os (50 mg/Kg/animal) e também por via
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intraperitoneal (IP) (10 mg/Kg/animal) (SA et al., 2018) e cada grupo recebeu 0 RN104
livre ou SEDDS-RN104. Como controle, foram utilizados: grupo tratado com
fluconazol nas mesmas dosagens; grupo que recebeu SEDDS branco; grupo que nédo
recebeu tratamento e grupo ndo infectado. Os camundongos foram monitorados e
tratados diariamente e a curva de sobrevida foi realizada. Aqueles animais que
apresentavam sinais avangados da doenca como tremores ou imobilidade foram
eutanasiados de acordo com as normas do CONCEA.

A construcdo das curvas de sobrevida bem como as analises estatisticas
pertinentes foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0.1.

3.2.2.2 Determinacdo das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e
avaliacdo histologica pulmonar e cerebral

Apos analise da sobrevida, novos grupos de animais foram infectados (n =
8/grupo) conforme descrito no item 3.3.2.1, a fim de se analisar a carga fungica apés
tratamento por 10 dias. Os grupos foram tratados per os com RN104 livre, SEDDS-
RN104 ou fluconazol nas mesmas dosagens descritas anteriormente.

Apos 10 dias, os animais foram eutanasiados por meio da uma injecdo de
sobredose de anestésico (quetamina e xilazina, 80 mg/Kg e 10 mg/Kg diluidas em PBS),
conforme requerido pelas normas do CEUA da UFMG. O cérebro e pulméo foram
retirados, pesados, macerados e diluidos em 1 mL de salina estéril (NaCl 0,9%). Apoés a
homogeneizacdo do macerado, 50 pL de cada pulméo (D1) (n= 6 por grupo) e 100 pL
de cada cérebro (n = 6 por grupo) foram plaqueados em ASD e incubados a 35 °C por
48 horas para quantificacdo da carga flngica, através da contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC). Para a determinagdo de UFC no pulmao, realizou-se duas
diluicBes adicionais de 100 vezes (D2) e de 1000 vezes (D3). Posteriormente, as
colénias foram contadas visualmente e entdo, estabelecida a quantidade de UFC por
grama de 6rgao utilizando a seguinte féormula (BREDD & DOTTERRER, 1916):

numero de coldnias
UFC = — xAxB
peso do 6rgao

Em que:
namero de coldnias = contagem visual do nimero de col6nias na placa;

peso do 6rgdo (g)
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A = fator de correcdo para 1 mL (sendo 10 para o cérebro e 20 para
pulmao);
B = fator de dilui¢do (10 para D1, 100 para D2 e 1000 para D3).

Os valores de UFC encontrados para cada grupo foram plotados e os resultados
analisados quanto as diferencas significativas por meio da andlise de variancia
(ANOVA) de uma via a um nivel de significancia de 95%, seguido de teste de Tukey
utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0.1.

Para a andlise histoldgica, o pulmdo e cérebro foram coletados (n=2/grupo) e
acondicionados em solucdo de formalina a 10% por 24 horas. Apds esse periodo, 0s
orgéos foram transferidos para alcool 70% e mantidos nessa solugdo por mais 24 horas.
Em seguida cada 6rgao foi cortado em seguimentos e esses acondicionados em cassetes
histolégicos para confeccao de laminas pela empresa Celulavet — Centro de Diagnostico
Veterinario (Belo Horizonte, MG).

Os tecidos pulmonares foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e o0s
cerebrais em Fontana-Masson (FM) e HE. A visualizagdo dos tecidos foi realizada em
microscopio Optico e as imagens respectivas foram capturadas. A quantidade de
leveduras e 0 aspecto visual do tecido foram analisados e classificados segundo um
score de 0 a 5 (EMIDIO et al.,, 2023). Apds as pontuacbes e os resultados foram
analisados estatisticamente quanto as diferencgas significativas por meio da analise de
variancia (ANOVA) de uma via a um nivel de significancia de 95%, seguido de teste de

Tukey utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0.1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo para avaliacdo da citotoxicidade da formulacdo autoemulsionavel

contendo RN104 em comparacao ao ativo livre em modelo de células Caco-2

O método descrito por Mosmann (1983) baseia-se na reducdo de um sal
tetrazolio amarelo (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio ou MTT)
no produto formazan que séo cristais de coloracdo roxa. Essa reacdo ocorre porque as
células viaveis contém enzimas oxidorredutases dependentes de NADPH que reduzem o
MTT em formazan (Figura 40) e é usada para medir a atividade metabdlica celular
como um indicador de viabilidade (GERLIER & THOMASSET, 1986).



125

Figura 40 - Esquema da conversdo de MTT em cristais de formazan pela enzima

redutase mitocondrial
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Fonte: Adaptado de GERLIER & THOMASSET, 1986.

Os cristais de Formazan sdo insoliveis em agua, e s6 sdo dissolvidos usando
uma solucédo de solubilizacdo composta por isopropanol acidificado. A solucéo colorida
resultante é quantificada por meio da medida da absorbancia de cada po¢o. Quanto mais
roxa a solucdo, maior é o numero de células viaveis metabolicamente ativas.

A partir dos valores de absorbancia medidos para cada um dos pocos, calculou-
se a viabilidade das células Caco-2. Os resultados dos ensaios de MTT foram utilizados
para construir um grafico de porcentagem de viabilidade celular em relacdo as
diferentes concentracdes testadas de SEDDS-RN104 e RN104 livre (Figura 41).

A citotoxicidade é a capacidade intrinseca de uma substancia em promover
alteracdo metabdlica nas células em cultura, podendo ou nao culminar em morte celular.
As células Caco-2 sdo originarias de carcinoma de célon humano. Em condicGes
experimentais especificas, tém capacidade de se diferenciar formando uma
monocamada com caracteristicas funcionais e morfolégicas semelhantes ao epitélio
intestinal (HIDALGO, RAUB & BORCHARDT, 1989).

O resultado do controle negativo foi considerado como 100% de viabilidade. O
controle positivo resultou em uma viabilidade celular de 6,65 * 0,34 %. De acordo com
os resultados do teste, todas as concentracOes testadas de SEDDS-RN104 e de RN104
livre foram toxicas para as células Caco-2, uma vez que todos os valores de viabilidade

celular foram inferiores a 70%, incluindo a formulagédo branca.
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Figura 41 - Gréfico de viabilidade celular (%) em relagdo as diferentes concentragdes

testadas de SEDDS-RN104 e de RN104 livre

Controle Positivo  [reh
Controle Negativo S i o f f
RN104 50 pg/mL “‘q&l e
RN104 10pg/mL %‘ o
RN104 5pg/mL ‘m\‘ R
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SEDDS-RN104 10ug/mL S e
SEDDS-RN104 5pg/mL R B TJ
SEDDS-BRANCO AU A Viabilidade (%)
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
i el el e el e
= Viabilidade (%) 59,49 40,60 31,09 27,43 36,61 33,20 26,39 100,00 6,65 ‘

E interessante ressaltar que o teste de one-way ANOVA indica que ha diferenca
estatistica entre os grupos (F calculado =34,56 > F tabelado=22,38). O pos-teste de
Tukey indica que a formulacdo branca é significativamente menos toxica que todas as
concentragdes do RN104 livre testadas. Isso indica que apesar da concentracdo de
tensoativo presente no SEDDS, a formulacdo é capaz de minimizar o efeito toxico
observado com a molécula livre. A formulacdo carreando a menor concentracdo do
RN104 (5 pug/mL) é menos téxica que o ativo livre nessa mesma concentracdo. Porém
para as demais concentracdes ndo houve diferenca significativa entre a formulacéo e o
ativo livre, como evidenciado no grafico Box-plot apresentado na Figura 42.

O modelo de ceélulas Caco-2 tem sido amplamente utilizado para avaliar a
permeabilidade e a toxicidade de candidatos a farmacos e possui valor preditivo
bastante confiavel. Porém vale destacar que esse modelo apresenta algumas deficiéncias
como a falta da camada de muco, a variabilidade entre laboratorios, diferencas em
expressdo de enzimas e transportadores, juncdes mais estreitas que a dos enterdcitos

humanos, além do longo periodo de cultivo necessario (PANSE & GERK, 2022).
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A citotoxicidade dos compostos e dos componentes das formulacfes para a
monocamada de células Caco-2 é uma das limitacGes cruciais das avaliacbes de
permeabilidade em condices in vitro. O efeito citotoxico pode levar a rompimentos na
monocamada, no caso dos SEDDS pela presenca de tensoativos, ou ainda afetar a
atividade dos transportadores e, portanto, gerar uma avaliacdo inadequada do efeito de
efluxo (BU et al., 2016).

Figura 42 - Gréfico Box-plot para viabilidade celular (%) dos diferentes

tratamentos avaliados
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Fonte: Dados da pesquisa.

Assim, antes dos estudos de permeabilidade, recomenda-se determinar os efeitos
do ativo e da formulacdo na viabilidade da monocamada das células Caco-2. Como o
RN104 e a formulacdo autoemulsionavel impactaram na viabilidade das células, ndo foi

possivel realizar o estudo de permeabilidade.

4.2 Estudos para avaliacdo da atividade antifangica em modelo murino de infeccéo
por C. neoformans

4.2.1 Curva de sobrevida

Em 1958, Edward L. Kaplan e Paul Meier publicaram um artigo sobre como
tratar os dados de observagdes incompletas (KAPLAN & MEIER, 1958). Atualmente,
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as curvas de Kaplan-Meier sdo amplamente utilizadas em pesquisas médicas e de salde
para analisar o tempo até a ocorréncia de um evento especifico e comparar a eficacia de
diferentes tratamentos ou intervengdes (RICH et al., 2010).

A anélise de sobrevivéncia ¢ um modelo estatistico ndo paramétrico no qual a
variavel dependente € o intervalo de tempo enquanto a variavel independente é a
ocorréncia de determinado evento, que pode ser a morte (LIRA, ANTUNES-
FOSCHINI & ROCHA, 2020).

Na Figura 43, estdo apresentadas as curvas de sobrevida estimadas por Kaplan-
Meier para cada um dos tratamentos administrados.

Figura 43 - Curvas de Kaplan-Meier para os tratamentos administrados pelas vias per os
(A) e intraperitoneal (B); = (p < 0,05 em relacdo ao grupo NT e aos demais tratamentos)
«% (p < 0,05 em relagdo ao grupo NT)
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Fonte: Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.
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Pode-se observar na Figura 43 A que a curva de sobrevida ap6s o tratamento
com SEDDS-RN104 per os ficou acima de todas as outras, sugerindo que 0s animais
que receberam a formulacdo desenvolvida tem maior probabilidade de sobreviver por
mais tempo do que 0s que receberam outros tratamentos. Ja na Figura 43 B nota-se que
0s animais tratados com fluconazol e SEDDS-RN104 IP apresentaram curvas bem
préximas a partir de 30 dias.

Como passo inicial da andlise estatistica, estimou-se a mediana em dias apds a

infeccdo (d.p.i) para cada tratamento a partir das curvas (Tabela 34).

Tabela 34 - Tempos (d.p.i) de sobrevida dos animais submetidos a diferentes

tratamentos
Tratamentos Mediana (d.p.i) Primeiro ébit(_) dogrupo
(d.p.i)

Né&o tratado 12,5 12
RN104 livre per os 14 14
SEDDS-RN104 per os 25 23
SEDDS-branco per os 16,5 14
Fluconazol per os 19 17
RN104 livre IP 21 22
SEDDS-RN104 IP 20 17
SEDDS-branco IP 17 14
Fluconazol IP 28 25

d.p.i = dias ap6s infeccdo; IP = intraperitoneal; n = 6.

Como esperado, o menor tempo de vida foi encontrado para o grupo infectado e
ndo tratado, com o primeiro ébito no grupo ocorrendo no 12° dia apds a infecgcdo. Ao
analisar o efeito dos diferentes tratamentos administrados per os na letalidade,
observou-se que SEDDS-RN104 retardou significativamente o inicio dos Obitos, com o
primeiro animal sucumbindo no 23° dia. O maior tempo de sobrevivéncia foi observado
com a administracdo intraperitoneal de fluconazol, com o primeiro ébito ocorrendo no
25° dia, conforme demonstrado na Tabela 34.

Para a comparacdo dos tratamentos, os resultados foram agrupados por vias de

administracdo e aplicou-se o teste de logrank. Este teste sob a hipétese de igualdade das
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curvas de sobrevida tem uma distribuicdo qui-quadrado (x?) de valor igual a 13,04 para
a via per os e de 13,81 para a via IP, resultando em um p-valor respectivamente de
0,0079 e 0,0111, o que evidencia a existéncia de diferenca significativa entre 0s
tratamentos (p < 0,05).

Para identificar quais tratamentos diferem entre si dentro de uma mesma via de
administracdo, realizaram-se comparacdes, dois a dois, usando o teste de logrank
combinado a avaliagdo do hazard ratio (HR). O HR é calculado a partir da razdo entre
as inclinacGes das curvas de sobrevida (ou taxa de risco), uma medida da velocidade
com que os individuos de um grupo morrem (VERBEECK & SAAD, 2024).

Quando se compara o fluconazol e SEDDS-RN104 administrados per os,
obteve-se um p-valor igual a 0,0067 no teste logrank, indicando uma diferenca
significativa entre estes tratamentos (p < 0,05), com um HZ (SEDDS-RN104/
fluconazol) igual a 0,22. Esse valor de HZ indica uma redugdo de 78% na taxa de
eventos (morte) quando se administra SEDDS-RN104 em comparacéo ao fluconazol. A
formulacdo também demonstrou ser significativamente superior a0 RN104 administrado
em sua forma livre (p = 0,0024; HZ SEDDS-RN104/RN104 livre = 0,27).

Além disso, ao analisar os dados do grupo ndo tratado comparado ao grupo
tratado com a formulacdo branca (SEDDS-Branco) per os, ndo ha evidéncia estatistica
de diferenca entre eles (y° =1,33; p = 0,2485). Isso sugere que a formulacio
desenvolvida ndo é toxica aos animais na dose administrada diariamente. Outro dado
que reforca essa conclusao é que a variacao de peso corporal desses grupos também néo
apresentou diferenca significativa (p = 0,9999), indicando que a formulacdo ndo afeta
adversamente no peso dos animais (Figura 44 A). A perda de peso do grupo ndo tratado
(-22,71 + 2,16 %) é de mesma ordem da do grupo que recebeu SEDDS-branco (-22,58 +
3,36 %), indicando que provavelmente esteja relacionada ao curso da doenca. Outro
ponto a destacar € que a menor perda de peso foi observada no grupo tratado com
SEDDS-RN104 per os (-1,84 = 6,32) sendo significativamente diferente de outros
grupos que receberam tratamento.

Quando a via de administracdo avaliada é a IP (Figura 43 B), observa-se que ndo
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos tratados com fluconazol e
SEDDS-RN104 (* = 0,1013; p = 0,7503), nem quando comparamos RN104 livre e
SEDDS-RN104 (¥* = 0,0450; p = 0,9463). A formulacdo branca administrada no

peritbnio dos animais também ndo causou efeitos toxicos, uma vez que ndo houve
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diferenca estatistica na curva de sobrevida entre SEDDS-Branco e o grupo NT (x* =
0,0450; p = 0,9463). Quando se avalia a média da variagdo de peso corporal, ha
diferenca estatistica entre o grupo ndo infectado e o0s grupos tratados, mas ndo entre 0s
diferentes tratamentos (Figura 44 B).

Figura 44 - Média do peso dos animais de cada grupo experimental tratado por via per
0s (A) e intraperitoneal (B) ao longo do curso da infec¢édo (dias)
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Fonte: Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.

Por fim, comparou-se as curvas de sobrevida dos grupos tratados com fluconazol
IP e SEDDS-RN104 per os (x* = 0,0144; p = 0,9042), bem como entre SEDDS-RN104
IP e per os (¥° = 0,4981; p = 0,4803) verificando que ndo houve diferenca significativa
entre eles.

O resultado da curva de sobrevida de SEDDS-RN104 per os pode estar

relacionado a farmacocinética da formulacdo autoemulsionavel, que promoveu um
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aumento do T 4, reducéo do clearance e aumento significativo do C max. Dessa forma,
com a formulacdo, foi possivel superar as limitacbes farmacocinéticas do RN104,

resultando em um ganho na eficécia terapéutica.

4.2.2 Determinacdo do numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) e
avaliacao histolégica pulmonar e cerebral

A carga fangica pulmonar e cerebral recuperada foi menor em todos 0s grupos
que receberam tratamento quando compara ao grupo nao tratado (Figura 45).

No cérebro (Figura 45A), a carga fungica recuperada nos animais do grupo nao
tratado apresentou uma média de 1,46 x 10° UFC/g. Ja para o grupo tratado com
fluconazol a média foi de 2,70 x 10°. O valor de UFC/g foi 5,29 x 10" no RN104 livre e
1,45 x 10* no SEDDS-RN104. Houve diferenca estatistica entre o grupo néo tratado e
0s demais que receberam tratamento (p = 0,0065). Entretanto, ndo foi possivel
estabelecer uma diferenca significativa entre os tratamentos realizados com RN104,
uma vez que foi possivel a recuperacdo de fungos em apenas um animal dentro desses
grupos. Apesar disso, 0 composto RN104 demonstrou potencial na reducdo da carga
fungica cerebral, ja que fungos foram recuperados de apenas um animal em cada grupo
tratado (n = 6) com RN104, enquanto no grupo tratado com fluconazol a recuperacao

ocorreu em 3 animais (n = 6).

Figura 45 - Determinacédo de UFC/g no cérebro (A) e UFC/g no pulméo (B) apés 10 dias de
infeccio intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans H99 e tratamento diario; % (p<

0,05 em relacdo aos grupos que receberam tratamento; ** (p < 0,05 entre 0s

tratamentos)
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%
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Fonte: Dados da pesquisa, GraphPad Prism®.
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No pulmdo (Figura 45B), a carga fungica recuperada nos grupos tratados foi
significativamente menor (p< 0,0001) em compara¢do ao grupo ndo tratado. A média de
UFC/g foi de 1,76 x 10" nos animais ndo tratados e de 1,62 x 10° 5,56 x 10° e 4,77 x
10° UFC/g para RN104 livre, fluconazol e SEDDS-RN104, respectivamente. A
administracdo de SEDDS-RN104 resultou em uma reducdo significativa na carga
fungica pulmonar em relacdo ao RN104 livre (p< 0,05). No que se refere ao fluconazol,
ndo houve diferenga significativa em comparacdo com o SEDDS-RN104 (p = 0,9788).

Para o preparo das laminas de histologia utilizou-se duas coloracbes, HE
(cérebro e pulmdes) e Fontana-Masson (FT) (cérebro), sendo a Ultima capaz de
evidenciar a parede celular fingica e os pigmentos de melanina (GAZZONI, PEGAS &
SEVERO, 2008).

A analise histoldgica pulmonar (Figura 46) revelou que os camundongos nédo
tratados apresentaram um infiltrado inflamatorio difuso e intenso, além da perda da
estrutura da parede alveolar. O grupo tratado com SEDDS-RN104 mostrou um menor
namero de leveduras (apontadas pelas setas), infiltrado inflamatério discreto e
preservacdo da integridade da parede alveolar, tanto em comparagdo ao grupo nao
tratado quanto aos demais tratamentos (p < 0,0001). Todos os grupos tratados (RN104
livre, SEDDS-RN104 e fluconazol) apresentaram um menor escore inflamatorio em
comparagdo ao grupo nao tratado. Entre os tratamentos analisados, o grupo SEDDS-
RN104 destacou-se por apresentar menor inflamacdo em relacdo ao fluconazol (p =
0,0179) (Figura 46 F).

Ja na andlise histopatologica do cérebro dos animais (Figura 47), nao foi
possivel detectar sinais de inflamacdo ou a presenca de leveduras apds o tempo de
infeccdo avaliado. Esses resultados sdo condizentes com aqueles encontrados nos
experimentos de determinacdo do namero de UFC, que indicaram menor carga flngica
no cérebro, comparado ao pulméo.

Com base nesses resultados, a formulacdo SEDDS-RN104 mostrou uma
atividade antifingica promissora nos principais 6rgaos acometidos pela criptococose,
principalmente o pulmédo. A similaridade entre a poténcia de SEDDS-RN104 e do
fluconazol indica que a formulacdo pode ser uma alternativa vidvel ao tratamento

antifangico convencional para criptococose pulmonar.
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Figura 46 - Secgdes histopatoldgicas de pulmdo dos grupos experimentais. (A) nao
infectado, (B) n&o tratado, (C) tratado com SEDDS-RN104, (D) tratado com fluconazol
e (D) tratado com RN104 livre (E). (F) Grafico de escore de inflamac&o pulmonar. As
setas vermelhas indicam as leveduras identificadas. *p < 0,05 em relagéo ao
fluconazaol, # p < 0,05 em relagdo ao grupo néo tratado; pontas das setas em vermelho

destacam a presenca do fungo

Score de inflamagao

A
<
2 !
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 47 - Secgdes histopatoldgicas de cérebros dos grupos experimentais. (A e B) ndo
tratado; (C e D) RN104 livre; (E e F) SEDDS-RN104 e (G e H) fluconazol. HE =

hematoxilina-eosina; FM = Fontana-Masson

SEDDS FT

FLUCONAZOL
FT

Fonte: Dados da pesquisa.
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No cérebro, os dados apontaram para uma reducdo na carga fingica com o uso
de SEDDS-RN104, apesar da recuperacdo de fungos ter sido limitada a um Unico
animal nos grupos tratados com RN104. Tal resultado € um indicio de que o composto é
capaz de atravessar a barreira-hematoencefalica. Estudos adicionais com modelo de
infeccdo intracraniana sdo necessarios para melhor avaliacdo da atividade de SEDDS-
RN104 no cérebro.

5 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que a formulacdo SEDDS-RN104 é uma abordagem
promissora para o tratamento da criptococose, principalmente nos pulmdes, com uma

eficacia comparavel ao fluconazol e superior a0 RN104 livre.



137

CONSIDERACOES FINAIS

O SEDDS-RN104 desenvolvido mostrou ser capaz de formar emulsdes que
retém o ativo em suas goticulas, ap6s a dispersdo em meios que simulam o TGI. As
caracteristicas como tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidispersdo
permaneceram dentro dos pardmetros adequados. Além disso, a formulacdo apresentou
estabilidade a temperatura ambiente, sendo eficaz na melhoria da farmacocinética do
RN104, promovendo concentracBes plasmaticas superiores em comparagdo ao ativo na
sua forma livre, em modelo murino.

A administracdo per os da formulacdo proporcionou uma reducédo significativa
na taxa de mortalidade quando comparada tanto ao fluconazol quanto ao RN104 livre,
evidenciando sua eficicia terapéutica. A analise conjunta da curva de sobrevida e da
histopatologia confirmou o efeito antifingico promissor do sistema, com resultados
particularmente destacados nos pulmdes dos animais, onde a formulagéo apresentou um
desempenho superior as demais abordagens testadas.

Portanto, 0 SEDDS-RN104 desenvolvido se apresenta como uma alternativa
viavel e promissora ao fluconazol no tratamento da criptococose, alcangando eficacia
equivalente quando administrado per os. Esses achados corroboram a hipotese inicial
deste trabalho, demonstrando que um nanossistema pode superar as limitacOes
biofarmacéuticas do RN104, abrindo novas perspectivas para 0 seu uso no tratamento

da criptococose.
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