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RESUMO

A glibenclamida (GLIB) € um hipoglicemiante oral amplamente utilizado no tratamento do
diabetes mellitus 11, no entanto, apresenta baixa solubilidade e alteragdes na biodisponibilidade.
A prospeccdo de artigos e patentes averiguou 0 panorama das pesquisas envolvendo seu
problema de solubilidade e corroborou com a importancia do desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo. Neste contexto, o desenvolvimento de nanoparticulas (NP) contendo
Hidroxidos Duplos Lamelares (HDL) organomodificados por dodecilsulfato de sodio carreando
GLIB apresentou-se como uma possivel alternativa para aumentar a taxa de dissolucdo e
promover sua liberacdo controlada. A sintese foi realizada através de coprecipitacdo, as NP
foram caracterizadas difratometricamente, espectroscopicamente, termicamente, avaliadas
quanto ao perfil de co-liberacdo de GLIB e zinco e quanto a compatibilidade celular. Além
disso, a eficacia e nanotoxicidade foram avaliadas através do tratamento de ratos Wistar
induzidos ao diabetes com streptozotocina. Os parametros clinicos foram monitorados ao longo
de todo o tratamento e os pardmetros bioquimicos, hematoldgicos e histologicos foram
avaliados ao fim do tratamento. Além disso, a sintese das NP foi monitorada através da
espectroscopia no infravermelho proximo e avaliada quimiometricamente para explicar o
mecanismo e a cinética de formacédo dos HDL. Os dados mostraram adsolubilizacdo de GLIB
e revestimento de NP com Eudragit L100®. A organofilizacdo do HDL e a intercalacdo da
GLIB reduziram a area superficial (Sger 23,58 m%g) e observou-se mudanca no potencial zeta
(-35,5 ¢) em relacdo ao HDL primitivo (Sger 41,34 m?/g, 688,8 nm e +14 () indicando que a
funcionalizacdo parece uma abordagem apropriada para produzir NP com maior estabilidade
coloidal e funcionalidade aprimorada. Os dados de liberacdo de zinco (2,96% % 0,002 ppm)
mostraram a eficacia do revestimento em meio acido e os dados de liberacdo da GLIB
mostraram cinética de liberagdo de ordem zero com liberagdo no meio intestinal. Todas as NP
foram considerados biocompativeis e os ensaios de nanotoxicidade e eficacia mostraram a boa
resposta clinica para 0 monitoramento da massa corporal, consumo de racao, consumo de dgua
e capacidade de controle glicémico das nanoparticulas em comparacao aos controles ao logo do
tratamento. Os ensaios bioquimicos, hematoldgicos e histologicos realizados ao fim do
tratamento também comprovaram auséncia de toxicidade das NP e reducdo significativa da
glicemia (111+25mg/dL) em relagdo ao grupo diabético ndo tratado (498+26mg/dL) e diabético
tratado com a GLIB (421,5+35mg/dL). Para 0 monitoramento da sintese dos HDL inicialmente

particulas instaveis ({ <+30 mV) eram formadas rapidamente, seguidas por uma segunda etapa



mais lenta devido a cristalizacdo-redissolucdo. Esses processos foram confirmados usando o
método MCR-ALS que demonstrou que a reacdo de sintese seguiu uma cinética de segunda
ordem. Desta forma, foi possivel concluir que as NP possibilitaram a liberacdo controlada da
GLIB, melhor taxa de dissolucdo, biocompatibilidade, eficacia clinica em modelo animal
diabético, auséncia de sinais de nanotoxicidade e possibilitaram bom controle glicémico,
mostrando-se uma alternativa promissora para o tratamento do diabetes mellitus I1. Além disso,
0 método utilizado foi considerado reprodutivel e eficaz para a possivel producéo industrial do

material.

Palavras-chave: Liberagdo controlada de farmacos. Teste de biocompatibilidade. Toxicidade
de medicamentos. Infravermelho proximo. Argilomineral.



ABSTRACT

Glibenclamide (GLIB) is an oral hypoglycemic agent widely used in the treatment of diabetes
mellitus I, however, it has low solubility and changes in bioavailability. Prospecting for articles
and patents found the panorama of research involving its solubility problem and corroborated
the importance of developing new release systems. In this context, the development of
nanoparticles (NP) containing double lamellar hydroxides (HDL) organomodified by sodium
dodecyl sulfate carrying (GLIB) was presented as a possible alternative to increase the
dissolution rate and promote its controlled release. The synthesis was carried out through
coprecipitation, the PNs were characterized diffractometrically, spectroscopically, thermally,
evaluated for the co-release profile of GLIB and zinc and for cellular compatibility. In addition,
efficacy and nanotoxicity were assessed by treating diabetes-induced Wistar rats with
streptozotocin. The clinical parameters were monitored throughout the treatment and the
biochemical, hematological and histological parameters were evaluated at the end of the
treatment. In addition, the synthesis of PN was monitored by spectroscopy in the near infrared
and evaluated chemiometrically to explain the mechanism and kinetics of HDL formation. The
data showed GLIB adsolubilization and NP coating with Eudragit L100®. HDL
organophilization and GLIB intercalation reduced the surface area (Sger 23,58 m?/g) and there
was a change in the zeta potential (-35,5 ) in relation to the primitive HDL (Seet41,34m?/g,
688,8nm e +14() indicating that functionalization seems an appropriate approach to produce
NP with greater colloidal stability and improved functionality. Zinc release data (2,96% + 0,002
ppm) showed the effectiveness of the acid coating and the GLIB release data showed zero order
release kinetics with release in the intestinal medium. All PNs were considered biocompatible
and the nanotoxicity and efficacy tests showed a good clinical response for monitoring body
mass, feed intake, water consumption and glycemic control capacity of the nanoparticles
compared to controls during treatment. Biochemical, hematological and histological tests
carried out at the end of treatment also demonstrated the absence of toxicity of PN and a
significant reduction in blood glucose (111+25mg/dL) in relation to the untreated diabetic group
(498+26mg/dL) and diabetic treated with GLIB (421,5+35mg/dL). For monitoring the synthesis
of HDL initially unstable particles ({ <+30 mV) they were formed quickly, followed by a
second, slower stage due to crystallization-redissolution. These processes were confirmed using
the MCR-ALS method, which demonstrated that the synthesis reaction followed second order
Kinetics. Thus, it was possible to conclude that the NP enabled the controlled release of GLIB,

better dissolution rate, biocompatibility, clinical efficacy in a diabetic animal model, absence



11

of signs of nanotoxicity and enabled good glycemic control, showing a promising alternative
for treatment diabetes mellitus Il. In addition, the method used was considered reproducible

and effective for the possible industrial production of the material.

Keywoerds: Controlled drug release. Biocompatibility test. Drug toxicity. Near infrared.
Mineral clay.
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As setas indicam leve aumento do espaco da capsula de Bowman.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico grave proveniente da combinagéo de
anormalidades na secrecdo de insulina e resisténcia a sua agdo, resultando em hiperglicemia.
Devido sua alta taxa de ocorréncia, 0 DM é considerado um grande problema de salde publica

em todo 0 mundo e pesquisas buscam novas alternativas para o seu tratamento.

A glibenclamida (GLIB) é um farmaco bastante prescrito para o DM II, no entanto, sua
baixa solubilidade aquosa origina variacdes em sua biodisponibilidade oral, afetando
negativamente o tratamento farmacol6gico. Varios sistemas de liberacdo controlada ja foram
desenvolvidos buscando amenizar este problema. Esta tese buscou o desenvolvimento de
nanoparticulas (NP) de GLIB e Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL) organofilizados como
estratégia para incrementar a taxa de dissolucdo da GLIB e melhorar sua biodisponibilidade.

O trabalho esta organizado em 5 artigos: Artigo | (Estratégias para a melhoria da dissolucéao
da glibenclamida: uma revisédo baseada na metodologia database tomography) baseou-se na
metodologia Database Tomography (DT) para realizar uma revisdo de artigos sobre as
principais estratégias desenvolvidas para melhorar a taxa de dissolucdo da glibenclamida. O
artigo Il (Prospeccéo tecnoldgica de patentes: andlise critica de glibenclamida em sistemas de
liberacdo de farmacos) corresponde a uma prospeccao tecnoldgica de patentes que buscou
apontar as principais estratégias utilizadas por empresas e/ou grupos de pesquisa no
desenvolvimento de tecnologias para aumentar a taxa de dissolucdo da GLIB. Artigo Il
(Monitoramento in line da sintese de hidréxidos duplos lamelares e insights do mecanismo e
cinética de formacédo) buscou explicar os fatores e mecanismos que envolvem a formacéo de
dois tipos de HDL pelo método de coprecipitacdo, os sistemas foram monitorados durante

sinteses por uma sonda de NIR e caracterizados por MEV, DRX e potencial zeta.

O artigo IV (One-pote sintese de nanoparticulas biocompativeis de hidréxidos duplos
lamelares organomodificados com glibenclamida), aborda a obtencdo de HDL
organomodificados por dodecil sulfato de sédio carreando glibenclamida, nele foi utilizado o
método one pot de coprecipitacdo, revestimento dos sistemas, caracterizagéo, liberagéo in vitro
e citotoxicidade. O artigo V (Nanotoxicidade e eficacia das nanoparticas organomodificadas de
glibenclamida e hidroxidos duplos lamelares em modelo animal diabético) trata da inducéo do

diabetes mellitus I em ratos Wistar por streptozotocina e do seu tratamento ao longo de 30 dias
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com as nanoparticulas. Foram avaliados parametros clinicos, bioquimicos, hematoldgicos e

histoldgicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Hidroxidos Duplos Lamelares (HDL) sdo materiais inorgénicos sintéticos ou naturais,
estruturados bidimensionalmente e com capacidade de interagir e carrear moléculas organicas.
Sdo constituidos por camadas de hidroxido de metal carregadas positivamente e dispostas
sucessivamente em lamelas, as quais consistem em unidades octaédricas com um cation central
rodeado por ions de hidroxido (ZHAO et al., 2002; FRONDEL et al., 1970).

Apresentam estrutura semelhante a brucita, um mineral de formula minima
Mg(OH)2 no qual os cations magnésio estdo localizados no centro de octaedros e 0s &nions
hidroxila estdo nos vértices formando um material desprovido de carga (NANGOI et al., 2015;
ROJAS et al., 2014).

No entanto, diferente da brucita, os HDL apresentam cations trivalentes além dos
divalentes presentes na brucita. A presenca de cations trivalentes resulta em camadas carregadas
positivamente, as quais estdo ligadas a anions hidratados na regido interlamelar por meio de
ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e forgas dispersivas permitindo a formacéo das
camadas e resultando em uma estrutura tridimensional (FRONDEL et al., 1970).

Figura 1-Representacdo genérica de um HDL.
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Fonte: autoria propria baseado em dados SIF do American Mineralogist Crystal Structure Database no
Discovery Studio Visualizer®.(http://rruff.geo.arizona.edu/AMS/result.php)
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Os cations nas camadas podem ser dos mais variados tipos, como zinco, cobalto, niquel,
manganés, ferro, lantanideos de cromo, cobalto, vanadio, galio e a partir da formula geral
(formula 1) podem ser previstas combinacGes varidveis (KUTLU et al., 2014; WANG,
O'HARE, 2012).

[M2+(1-x) M3+x(OH)2]x(An- (x/n)).mHZO ( férmUIa 1)
(A= anion; M?* = cétion divalente; M3* = céation trivalente)

A associacdo de cétions com coordenagdo octaédrica é preferida devido & maior
capacidade de estabilizacdo, embora cétions com coordenacdo tetraédrica também possam ser
usados, os valores de raio idnico devem estar proximos a faixa de 0,50 — 0,74A para que ocorra
a formacao da estrutura semelhante a argila natural, brucita (BURLOV et al., 2016; LIU et al.,
2006).

Além disso, a estrutura dos HDL é altamente influenciada pela natureza e distribuicéo
dos anions intercalados, os quais compensam a carga residual positiva das lamelas estabilizando
a estrutura lamelar, quanto maior essa capacidade de estabilizagdo do anion, mais facilmente o
HDL se formara (NEVES, 2016; ROJAS et al., 2015).

A raz&o entre os cations (M?*'M?3*) determina a densidade de carga na lamela do HDL,
este parametro influencia as propriedades do material como a capacidade de troca ibnica e
espessura das intercamadas, de maneira geral o aumento nesta razdo diminui a cristalinidade do
material (KELKAR, SCHUTZ, 1997). Comparativamente a montmorilonita e esmectita, argilas
catibnicas, a densidade de carga dos HDL € superior e a interagdo entre suas camadas e 0 anion
interlamelar é mais forte (FERENCZ et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013).

Vérios anions inorganicos podem ser intercalados como haletos, sulfato, nitrato,
cromato, arsenato, anions complexos ([Fe(CN)6]*, [NiCl4]?) como também anions organicos
como carboxilatos, sulfonatos, fosfonatos, polimeros aniénicos, macrociclicos e biomoléculas
como farmacos. Destaca-se a grande afinidade que os HDL possuem pelo anion carbonato em
virtude de sua habilidade em ocupar sitios interlamelares formando materiais bem definidos
cristalograficamente e com ligagfes covalentes fortes com as lamelas (MEI et al., 2017,
HUDCOVA et al., 2017; WANG et al., 2016; ADV, 2016; KUTLU et al., 2014; YUN,
PINNAVAIA, 1995).

A relacdo tamanho/carga € importante para a estabilizacdo do anion no espaco

interlamelar, anions com grande dimensao e baixa carga séo incapazes de equilibrar de forma
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homogénea a carga positiva das camadas, desta forma, um equilibrio deve ser alcancado para
que seja possivel a formacédo das lamelas e sua estabilizacdo pelos &nions, na figura 7 podemos

observar a capacidade de estabilizacdo de alguns anions inorganicos.

Figura 2-Representagéo sequencial da capacidade de estabilizacao das lamelas.

000000

Aumento da capacidade de estabiliza¢do das lamelas

Fonte: autoria prdpria baseado em Boclair, Braterman, 1999.

Os anions também determinam o espacamento interlamelar, pois dependendo do seu
tamanho o espaco entre as lamelas pode ser ampliado para acomoda-los, como representado na
figura 8. Além disso, caso 0s anions apresentem grupamentos funcionais organicos existe a
probabilidade de estes direcionarem o crescimento das lamelas e gerarem um sequenciamento
em diferentes direcdes resultando em padrdes de agregacédo variados (MEI et al., 2017, LI et
al., 2014; CHEN et al., 2013; XU et al., 2006).

Figura 3- Anions determinando o espaco interlamelar em HDLs, em (a) apenas &nios e agua,
em (b) acido salicilico e agua e em (c) ibuprofeno e agua.
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Fonte: autoria prépria baseado em (BARAHUIE et al., 2014).

Moléculas de &gua encontram-se no espaco interlamelar juntamente com os anions
fazendo parte da estrutura cristalina dos HDL e encontram- se adsorvidas na superficie lamelar
e entre os cristalitos (dgua extrinseca) (RIVES, DEL ARCO, MARTIN, 2014).

As cargas positivas das lamelas também proporcionam fenémenos de superficie nos
HDL permitindo que estes funcionem como adsorvato, desta forma, anions podem ser
adsorvidos nas lamelas de maneira mais ou menos intensa dependendo da natureza das forgas
envolvidas (HWANG et al., 2018; HUDCOVA et al., 2017; HALAJNIA et al., 2012).
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2.1 APLICACOES DOS HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

As diferentes combinacGes de cations e anions atraves de diferentes rotas sintéticas
fornecem uma variedade de HDL adaptadas as propriedades quimicas e aplicagcdes desejaveis
em diferentes campos da ciéncia como catalise, adsor¢io (HWANG et al., 2018; HUDCOVA
etal., 2017; ZHU, XU, 2017; WANG et al., 2016; LI et al., 2014b), retardantes de chama (GAO
etal., 2014; WANG et al., 2013) e protecdo contra erosao (FERREIRA, 2010).

Os HDL sao materiais biocompativeis, pois ndo se acumulam nos tecidos e
desestruturam-se nos fluidos bioldgicos resultando em seus ions constituintes, os quais
apresentam capacidade de deixar as células através de canais ibnicos (CHOI, OH, CHOY, 2009;
CHOI, CHOY, 2011a, 2011b). A biocompatibilidade dos HDL possibilita resultados
promissores para aplicacdes biomédicas, sua primeira aplicacdo foi como antiacido na década
de 1960 com o medicamento Talcid®, que foi desenvolvido pela empresa BAYER e
corresponde ao HDL MgAI-COs (FU et al., 2019; MEI et al., 2017; CUNHA et al., 2016;
CORNEJO et al., 2016; NANGOI et al., 2015; JACOME-ACATITLA et al., 2014;
CHAKRABOT et al., 2012; VISERAS et al., 2010; HOYO, 2007).

Além disso, podem ser utilizados para proporcionar estabilidade térmica, aumentar a
taxa de dissolucdo de farmacos e controlar sua cinética de liberacdo (CAPSONI et al., 2018;
RIVES et al., 2013; AGUZZI et al, 2007). No entanto, se destinadas a administracdo oral, as
formulacdes contendo HDL precisam ser protegidas da degradacdo acida no estbmago, pois
suas lamelas se desestruturam promovendo a liberacdo do intercalante antes de atingirem o
local de absorcédo intestinal (PARELLO, ROJAS, GIACOMELLI, 2010; AMBROGI et al.,
2009; LI, EVANS, DUAN, 2004).

Podem ser citados varios trabalhos que veiculam farmacos em HDL como:
anticancerigenos (MEI et al., 2017), anti-inflamatérios ndo esteroidais (DEAK et al., 2018,
RIVES, DEL ARCO, MARTIN, 2013; PARELLO, ROJAS, GIACOMELLI, 2010),
antibioticos (FERENCZ et al., 2015, ROJAS et al., 2015; ZHOU et al., 2015, MISHRA et al.,
2013, CARJA et al., 2009), biomoléculas como hemoglobina (ZHAN et al., 2014) e acidos
nucléicos (LI et al., 2014, WONG et al., 2012).
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Figura 4- Resumo das principais aplicacdes e propriedades dos HDL.
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Devido a ampla gama de aplica¢bes dos HDL tentativas recentes de preparar HDL em
larga-escala foram apresentadas em literatura cientifica e patentes (LIMA et al., 2009; LIU et
al., 2006; XU, QING, LU, 2005; KELKAR, SCHUTZ, 1997). A Coré¢ia do Sul é o pais que
apresenta destaque na producdo e comercializacdo de medicamentos a base de HDL, o professor
Dr. Jin-Ho Choy fundou em 2001 o Nanohybrid Research centro direcionado para o
desenvolvimento de sistemas hibridos constituidos de HDL (ou sal basico lamelar) e espécies
organicas de interesse para uso como medicamentos e/ou cosméticos. Dois produtos ja foram
patenteados e estdo disponibilizados para comercializagdo: Vitabrid C® para liberacdo de
vitamina C (GAO et al., 2014) e IAA-Brid® para liberagio do acido indol acético (IAA).
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3 OBJETIVOS

e Utilizar a tomografia de banco de dados (DT) para revisar as principais estratégias,
desenvolvidas até 0 momento, para melhorar a taxa de dissolugdo do GLIB descrevendo
as principais caracteristicas de cada estudo e as principais vantagens e desvantagens dos

sistemas;

e Realizar uma prospecc¢do em patentes buscando tracar o perfil das principais estratégias
desenvolvidas por empresas para melhorar a taxa de dissolucdo da glibenclamida;

e Utilizar a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) e quimiometria para
monitorar a sintese de hidroxidos duplos lamelares (HDL) pelo método de

coprecipitacdo e obter insights sobre o seu mecanismo e cinética de formacéo;

e Obter nanoparticulas biocompativeis de hidroxidos duplos lamelares e glibenclamida
para a melhoria da sua taxa de dissolucdo e liberacdo controlada buscando uma possivel

opcao terapéutica para o tratamento do diabetes mellitus II.

e Auvaliar a nanotoxicidade das nanoparticulas de hidroxidos duplos lamelares
organomodificados e glibenclamida durante o tratamento de ratos wistar diabéticos por
30 dias atraves do monitoramento dos parametros clinicos, bioquimicos e histologicos.
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4 METODOS

Os dois primeiros artigos correspondem a trabalhos de revisao, para o artigo | foi utilizada
a metodologia DataBase Tomography para a busca e anélise dos artigos e para o artigo Il foi
realizada uma prospeccao de patentes.

No artigo I11, o monitoramento da sintese de HDL por coprecipitacédo foi realizado usando
o infravermelho proximo, potencial zeta e microscopia. No artigo IV foram obtidas
nanoparticulas de HDL modificado com DSS para carreamento da glibenclamida, as
nanoparticulas foram revestidas com Eudragit L100® e testadas quanto a citotoxicidade. No
artigo V as nanoparticulas foram testadas em ratos wistar diabéticos para avaliacdo da
nanotoxicidade. O diabetes foi induzido com estreptozotocina, durante 30 dias foram
monitorados os parametros clinicos dos animais e ap0Os este periodo, os animais foram

sacrificados e avaliados quanto o perfil hematoldgico, bioquimico e histoldgico.

Todas as técnicas e métodos estdo detalhadamente descritos em cada artigo.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1: ESTRATEGIAS PARA MELHORAR A DISSOLUCAO DA
GLIBENCLAMIDA: UMA REVISAO USANDO TOMOGRAFIA DE BASE DE DADOS

1 REFERENCIAL TEORICO

A glibenclamida (GLIB) é um hipoglicemiante oral pertencente a classe das sulfonilureias
e 0 Unico farmaco para o tratamento do diabetes mellitus (DM 1) que esté incluido na lista de
medicamentos essenciais da Organiza¢do Mundial da Saiude (OMS) (WILD et al., 2004).

Sua ampla utilizagdo ocorre em consequéncia de sua grande afinidade por receptores
pancreéticos e potente acdo secretagoga, no entanto, é um farmaco da classe Il de acordo com
o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) e sua baixa solubilidade aquosa causa
variacdes em sua biodisponibilidade oral, afetando negativamente o tratamento farmacologico
de pacientes diabéticos (CLEMENS et al., 2015; GUAN et al., 2014).

Desta forma, as falhas no tratamento relacionadas a biodisponibilidade da GLIB podem ser
muito prejudiciais, pois a descompensacdo glicémica no paciente diabético pode levar a
complicacdes graves, como nefropatia, retinopatia, neuropatia e doenca arterial coronariana, as
quais geralmente levam a incapacidade ou qualidade de vida reduzida. As diferencas
significativas observadas nas taxas de dissolu¢do dos comprimidos de GLIB indicam que a
biodisponibilidade oral deste farmaco pode variar dependendo da formulacdo (KOSEK et al.,
2003).

Desde gue o diabetes tornou-se um grande problema de saude publica em todo o mundo, a
pesquisa sobre 0 uso seguro e eficaz de medicamentos antidiabéticos tornou-se uma prioridade,
estimativas globais da Federacao Internacional de Diabetes (IDF) indicam que 382 milhdes de
pessoas (8,3% dos adultos) tiveram diabetes em 2013 e esse numero devera aumentar para
aproximadamente 592 milhdes em 2035. Estas perspectivas de crescimento e a gravidade das
complicacbes do diabetes mellitus impulsionam desta forma, os estudos para o

desenvolvimento de tratamentos mais eficazes (WILD et al., 2004).
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1.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA GLIBENCLAMIDA

A presenca de varios grupos hidrofébicos em sua estrutura, como anéis aromaticos, cadeia
alifatica e o radical ciclico, conferem caracteristicas lipofilicas a sua estrutura (figura 5)
(ANDERSSON et al., 2014).

Figura 5- Representacdo da estrutura quimica da glibenclamida

Cl

N
O O \/\@\//o
~
HyC //S\NH /O
[e] )\
o N

H

Fonte:autoria propria, desenho obtido através do software Marvin®.

A GLIB apresenta-se como um pé cristalino branco, estavel em condi¢des ambientais,
inodoro e com um peso molecular de 494,01 g/mol, apresenta baixo valor de absorbancia na
regido ultravioleta, com valor maximo em A = 300nm em metanol e pKa 5.3, portanto, em

baixos valores de pH esta na forma molecular e em meio basico na forma ionizada.

Trés formas polimorficas e trés formas pseudopolimoérficas sdo encontradas para a
glibenclamida, a forma | é a mais estavel e, portanto, é a forma usada pelas industrias
farmacéuticas para a producdo de medicamentos. As formas Il e 111 so metaestaveis e, portanto,
apresentam menor estabilidade e maior solubilidade em comparacdo com a forma cristalina I.
As formas metaestaveis podem dar origem a pseudopolimorfos obtidos por recristalizagdo em

diferentes solventes conforme exemplificado na Tabela 1.



Tabela 1- Estruturas polimérficas e pseudopolimorficas da glibenclamida com seus

respectivos solventes, formas cristalinas e parametros celulares.
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Estruturas polimorfica e Solvente Temperatura | Forma Dimenséo de
pseudopolimorficas da GLIB de fusdo (°C) | cristalina célula
-Polimorfo | Metanol, 172-173 Ortorrdmbica | a= 9,429160 A
Suleiman & Najib (1989) etanol, agua, simples b=19,627872 A
acetona e ¢=9,050986 A
piridina
- Polimorfo 11 Acetonitrila | 173,1 Ortorrémbica | a= 16,117 A
Pseudopolimorfo | Pentanol 159,4 simples b= 12,696 A
Pseudopolimorfo II Tolueno 159,4 c=9435A
Suleiman & Najib (1989)
- Polimorfo 1l Mistura de 168-170 Monoclinica a=9,444 A
Pseudopolimoro Il cloroférmio | 168-170 simples b= 17,706 A
Hassan et al. (1997) e c= 14,451 A
éter/mistura

1.3 APLICACAO DA TECNICA DE TOMOGRAFIA DE BANCO DE DADOS (DT)

O desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de medicamentos capazes de promover
a dissolucao e absor¢do adequadas de medicamentos pouco sollveis é um grande desafio para
0s pesquisadores, pois varios métodos e matrizes podem ser utilizados. Neste contexto, a
metodologia denominada tomografia de banco de dados (DT) para revisar as principais
estratégias desenvolvidas até 0 momento consegue descrever as principais caracteristicas de

cada estudo e as principais vantagens e desvantagens dos sistemas (KHADKA et al., 2014).

A DT é uma técnica que fornece uma ampla perspectiva de diferentes areas do
conhecimento e, consequentemente, permite a compreensao de tépicos relacionados a uma éarea
especifica. As etapas envolvidas na DT incluem o estabelecimento e a aplicacdo de critérios
para pesquisas na literatura, recuperacao de documentos textuais, participacao de pesquisadores
especialistas de uma area especifica para filtrar e interpretar informacdes e, finalmente, varios
tipos de analises métricas, como a frequéncia de palavras comuns, analise de palavras, analise
de citagdes, origem de cluster e termos relacionados. Além disso, a DT também pode incluir
algoritmos computacionais de mineragcdo de texto para otimizar o processamento de grandes
volumes de dados (KOSTOFF et al., 2001; KOSTOFF et al., 1999; KOSTOFF t al., 1998).
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2 OBJETIVOS

O presente estudo utilizou uma metodologia denominada tomografia de banco de dados
(DT) para revisar as principais estratégias desenvolvidas até 0 momento para melhorar a taxa
de dissolucdo do GLIB descrevendo as principais caracteristicas de cada estudo e as principais

vantagens e desvantagens dos sistemas.

3 MATERIAL E METODOS

Este estudo utilizou DT e uma revisdo sistematica da literatura, as pesquisas foram
realizadas em junho de 2017 no Scopus, ScienceDirect, Springer*, PubMed, Web of Science e
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e incluiram artigos publicados de 2014 a 2016**. As
multiplas combinagdes dos termos da pesquisa foram conectadas através dos operadores

booleanos (AND ou OR) e estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2- Combinacdo dos descritores usados nas pesquisas.

Lista de termos da busca nas bases

(1) "Drug Delivery Systems” AND "Glyburide"

(2) "Drug Delivery Systems" AND "Glibenclamide"

(3) "Biological Availability” AND "Glyburide"

(4) "Biological Availability” AND "Glibenclamide™

(5) "Glibenclamide™ AND "Solubility" AND "Dissolution"

(6) "Glibenclamide™ AND "Dissolution”

(7) "Glyburide" AND "Dissolution”

(8) "Glyburide" AND "Solubility" AND "Dissolution"

(9) "Drug Liberation" OR "Drug Delivery Systems™ AND "Glyburide"

(10) "Drug Liberation" OR "Drug Delivery Systems" AND "Glibenclamide”

(11) "Glyburide™ AND "Drug Liberation"

* Como o0 Springer ndo exporta formatos compativeis com o Start, os estudos recuperados desse banco de dados
foram importados usando o plug-in Mendeley Web Importador no Google Chrome. Este plug-in importa dados
dos estudos para a nuvem. Os estudos foram analisados e convertidos em arquivos compativeis com o Start usando
o software Mendeley Desktop 1.17.12.

** O periodo de pesquisa (2014-2016) foi definido com base na necessidade de analisar estudos e resultados
recentes. Também foi necessario estabelecer um periodo que viabilizasse a anélise, considerando o grande nimero
de trabalhos disponiveis na literatura.

*** Como grande nimero de combinacGes de termos de pesquisa foi pesquisado em seis bancos de dados,
muitos artigos repetidos foram incluidos na primeira etapa. Esses estudos foram excluidos na etapa seguinte.

Combinacdes de termos de pesquisa, operadores booleanos e operadores de pesquisa usados em cada banco
de dados.
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Um arquivo RIS ou Bibtex foi gerado a partir de cada site do banco de dados e foi importado
para o Start v.3.3beta (lapes.dc.ufscar.br/tools/start_tool), um software desenvolvido pelo
Laboratorio de Pesquisa em Engenharia de Software da Universidade Federal de Sao Carlos,
Brasil. O Start permitiu importar e organizar as referéncias coletadas e filtra-las de acordo com

critérios pre-estabelecidos.

Os critérios de inclusdo foram artigos originais publicados em inglés, portugués, francés,

alemé&o ou espanhol relacionados a glibenclamida que se enquadravam no escopo deste estudo.

Os critérios de exclusdo foram capitulos de livros; publicacbes de eventos; revisdes
literarias; estudos realizados exclusivamente in vivo; trabalhos que relataram exclusivamente
os resultados de estudos clinicos; estudos farmacoldgicos; estudos quimiométricos; estudos
farmacocinéticos; estudos fisico-quimicos envolvendo micronizagdo; estudos de métodos
analiticos; estudos de formulacéo; estudos de equivaléncia farmacéutica; estudos de ampliacao
industrial; estudos sobre sistemas de aplicacdo topica, formulacdes transdérmicas, formulacdes
bucais e formulacbes mucoadesivas; estudos genéticos; e artigos ndo relacionados a

glibenclamida.

A selecdo dos artigos foi realizada seguindo as etapas previamente definidas e de acordo

com os critérios de inclusdo e exclusdo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As pesquisas recuperaram 1.619 artigos: 136 da BVS, 246 da PubMed, 153 da Web of
Science, 407 da Scopus, 604 do Science Direct e 73 da Springer. A Tabela 3 apresenta 0s
trabalhos agrupados por tipo, apds aplicacdo dos critérios de exclusdo e inclusdo, o grande
numero de artigos repetidos ocorreu devido as combinacgdes abrangentes de termos e operadores

de pesquisa (disponiveis em cada banco de dados).

Tabela 3- Artigos recuperados na busca na literatura.

Detalhamento 2014-2016
Artigos repetidos 1138
Rejeitados pelos critérios de exclusdo técnica 325
N&o artigos (capitulos de livro, resumos) 36
Revisoes 86
Artigos selecionados para a revisao 34
Total 1619
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Também com base em critérios pré-estabelecidos, os artigos selecionados foram

classificados de acordo com a natureza quimica da matriz utilizada, como mostra a Figura 6.

Figura 6- Classificacdo dos sistemas de administracdo de medicamentos para

glibenclamida de acordo com a natureza quimica da matriz

Matrizes
inorganicas
Sistemas de Sistemas
liberago \ / lipidicos ‘
Matriz organica \ pc?llisraeénrqii% S
Sistemas /

amorfos ) .

estabilizados \ Sistemas

protéicos

Os artigos selecionados para analise estdo listados na Tabela 4, que também indica o
nimero de citagcdes, a natureza quimica da matriz de administracdo do medicamento e seu

método de preparacdo. A tabela 5 mostra as informacdes sobre condi¢des de dissolucao e testes

farmacocinéticos.
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Tabela 4- Lista completa de artigos selecionados para analise com base nos critérios de inclusdo e exclusdo, apresentando nimero de citacGes,
matriz de administracdo de medicamentos e método utilizado para preparar o sistema de administracdo de medicamentos.

Artigo/citacdes
Ueda et al (2015)
(4 citagdes)

Thongnopkoon, Puttipipatkhachorn (2015)

(1 citacéo)

Maiti, Mukherjee, Datta (2014)
(4 citacdes)

Liu et al (2014)

(4 citaces)

Khames et al (2013)

(1 citacao)

Guan et al (2014)

(8 citacGes)

Cirri et al. (2016)

(6 citagBes)

Bari et al. (2014)

(1 citaco)

Bakshi et al. (2015)

(2 citaces)

Albertini et al. (2014)

(2 citacGes)

Upadhyay et al. (2014)
(0 citacao)
Tabbakhian et al(2014)
Publicado em revista ndo indexada na
Web of Science

(13 Citagdes no Google)

Sinha, Ubaidulla, Nayak (2014)
(8 citaces)

Tipo de Matriz
Organico>>Polimérico
HPMC- AS(acetil-succinato)

Organico>>Polimérico
PVP e LSS

Organico>>Polimérico>>Biopolimero modificado

Goma xantana alquilada (C-16)
Organico>>Lipidico

Orgéanico>>Polimérico modificado
Alginato modificado
Inorganico>>Silica

Inorganico>>NEUSILIN® (Magnesium
Aluminometasilicate)
Organico>>Lipidico

Organico>>Polimérico-modificado
Soluplus® e Goma xantana modificada.
Organico>>Lipidico

Orgéanico>> Lipidico

Organico>>Polimérico
HPMCES, PEG600 e Poloxamer407

Orgéanico>>Polimeros(Biopolimero)
Goma de Okra e alginato e sddio

Método
Secagem spray drying.

Evaporacdo do solvente

Método de evaporacao do solvente
Autoanoemulsificagéo

Gelificagdo ibnica

DS com fluido supercritico

Microemulsao

Autoanoemulsificagéo

Dispersdes solidas por fusdo a quente e
irradiacdo por microondas.
Autoemulsificacéo

Dispersoes solidas lipidicas

Dispersdes solidas de farmaco por evaporacao

de solvente (SE), solvente e antissolvente de
fluido supercritico (SCF-SAS).

Gelificagdo ibnica usando CaCl2


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tabbakhian%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25657806

Higashi et al. (2015)
(13 citacdes)
Gyanani et al. (2015)
(1 citacdo)

Shakeel et al. (2013)

(2 citaces)

Shakeel et al. (2014)

(11 citacdes)

Shakeel et al. (2014)

(4 citaces)

REDDY et al. (2014)
(0 citacdo)

Laitinen et al.( (2014)
(21 citacdes)

Kumar et al. (2014)
(7 citaces)

Gongalves et al. (2016)
(12 citagdes)
Deshpande et al. (2015)
(1 citacao)

Censi et al. (2015)

(1 citacéo)

Alawi et al. (2015)

(2 citaces)

Maiti, Susweta Mukherjee(2014)

(6 citaces)

Nayak et al. (2016)

Publicado em revista ndo indexada na
Web of Science

(0 Citacdes no Google )

Gautschi et al. (2015)

(11 citacdes)

Prasad, Garud, Akanksha Garud (2014)

Organico>>Polimérico

Eudragit® S 100 (S100).
Organico>>Polimérico
Ciclodextrina

Organico>>Lipidico

Lauroglycol- 90 e Lauroglycol-FCC
Organico>>Polimérico(Biopolimero)

Orgénico>>Sistema lipidico
Organico>>Polimérico
Organico>>Protéico

Organico>>Lipidico
Lecitina

Orgéanico>> lipidico

Organico>>Polimérico

HPMC K15M

Inorgénico

Neusilin® UFL2

(forma sintética amorfa de aluminometasilicato)
Organico

Sintético

Organico>>Polimérico (Biopolimero modificado)
Goma xantana modificada
Organico>>Polimérico

(HPMC)

Orgéanico>>L.ipidico

Organcio>>Polimérico
Complexo de inclusdo com B-ciclodextrinas

Dispersdes solidas

Secagem por pulverizacédo.

Vérias técnicas de complexacéao
Emulséo espontanea.

Sistema auto-nanoemulsificante
Autonanoemulsificacdo (SNEDDS) e
automicrorutralizante (SMEDDS)
Método de evaporacdo do solvente

Criomoagem

Precipitagdo por arrefecimento

Evaporag&o do solvente
Precipitacdo liquida com antisolvente

Disperséo Sélida

Dispersdo Sélida

Dispersao micelar
Hidrogel
Dispersdo Sélida

Dispersdes solidas lipidicas Evaporacédo do
solvente
Vérios métodos de complexagdo

40
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Publicado em revista ndo indexada na

Web of Science

(0 CitacBes no Google)

Essa et al. (2015) Orgéanico>>Polimérico Dispersdes sdlidas
(3 citacdes) HPMC, poloxamer

OBS: DS- disperséo solida; HPMC- hidroxipropil-metil-celulose.

Tabela 5- Condices do teste de dissolucdo e aspectos farmacocinéticos dos artigos.

Taxa da dissolucao Condicdes da dissolugéo Ensaios farmacocinéticos Paper
100% em 24h Meio: tampéo fosfato (0,05 M) pH 6,8 - Ueda et al, 2015
Aparato: pa
Volume:500ml
Eficiéncia de dissolucéo 65,52% Meio: HCI (0,1N) - Essa et al, 2015
Aoarato: pa
Volume:900ml
100% em 8h Meio: tampéo fosfato 7,4 - Nayak et. al, 2016
Aparato: pa
Volume: 900ml
70% em 6h Meio:tampao fosfato pH 7,4 - Sinhaet. al., 2015
Aparato: cesta
Volume:900ml
94,2% em 20min Meio: phosphate buffer pH 6,8 with surfactante Sistema Vaghela, Kulkarni, 2015
Aparato: paddle Crmax(ng.ml™?) = 24 451.14 + 2170.5
Volume:900ml Tmax(h) =4.0+0.0
Tia(h)=9.57 +0.23
AUCq.24 (ng.h.ml™) -162 383.64 + 237.2

GLIB

Crmax(ng.ml™) - 9428.42 + 897.8
Trmax(n) =4.0 £ 0.0

Tyo(h)= 5.53 + 0.42

AUCq.54 (ng.h.ml™?) -71 680.24 + 63.6
83% em 8h Meio:foi realizado em membrana de diélise com - Deshpand et. al., 2015
tampao fosfato 6.8
Aparato: pa
Volume:900ml
Liberacéo de 93% Meio: tampdo fosfato7,4 - Prasad, Garud, Garud, 2014
Aparato: pa
Volume:900ml
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99,89% em 3h Meio: tampéo fosfato7,4 GLIB Kumar et. al., 2014
Aparato: pa Crnax(g.ml?) - 19.8 £ 0.15
Volume:50ml AUC.24 (ng.h.ml ) 2392706 + 4303
Sistema
Crax(Mg.ml?) - 12,6+ 0.25
AUCq.24 (ng.h.ml™) 238069 + 1424
Meio: HCI 1,2 GLIB Upadhyay, Pandit, Wahi, 2014
Volume:900ml Crax(Mg.ml™) - 56.05 + 1.2
Tmax(N) =2+ 0.4
Tip(n)=4.75 £ 0.53
AUCq.4 (nghmll) -29495+15
Sistema
Crax(Mg-ml?) - 4853 £ 1.2
Tma(h) =6+ 0.1
Tu2(h)-5.56 + 0.51
AUCo.24 (nghmll) -320.78+1.4
99% em 1h Meio: &gua deionizada - Shakeel et al., 2014
Aparato: pa
Volume:500ml
100% em 24h Meio: tampéo fosfato pH 7,4 - Gongalves etl al, 2016
Aparato: membrana de diélise
Volume:250ml
100% em 20 min Meio: PBS 6,8 ou 7,4. GLIB Liuetal., 2014
Aparato: pa AUCo.24 (ng.h.ml?) 23064 + 1141
Volume: 900ml SYSTEM

AUCq.04 (ng.h.mlY) 21210 + 325

90% em 15min

Meio: tampéo fosfato 7,4
Aparato: pa
Volume:900ml

GLIB
AUC,.24 (Mg.h.mI*) 10352 + 22.6
SYSTEM

Bari et al., 2014

50% em 90min

Meio: PBS 7,4
Volume:500ml

AUCq 24 (mghmll) -139.34 + 22.6

Albertini et al., 2014

80% em 20 min

Meio: 900ml de tampéo fosfato 7,4
Aparato: pa
Volume:900ml

Thongnopkoon, Puttipipatkhachorn, 2015

Meio: tampéo fosfato 7,4

Método do disco rotatdrio usando NTR-VS6P
(Toyama Sangyo Co. Ltd., Osaka, Japdo).
Volume:500ml

Higashi et al., 2015

70% em 2h Meio: tampéo acetato pH 5,5 com 0,1% LSS - Gyanani, Siddalingappa, Betageri, 2015
Aparato: pa
Volume:1000ml

100% em 24h Meio: tampéo fosfato 7,4 - Reddyet al., 2014
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Volume:900ml

92% em 5h

Meio: tampéo fosfato
Aparato: cesta
Volume:900ml

Sinha, Ubaidulla, Nayak, 2014

83% em 8h

Meio: bolsa de dialise em tampéo fosfato
Aparato: pa
Volume:900ml

Maiti, Mukherjee, 2014

89,5% em 1h

Meio: dgua
Volume:500ml

Shakeel et al., 2014

100%

Meio: tampéo fosfato pH 7,4
Aparato: pa
Volume:500ml

Kames et al., 2014)

Tabela 6- Solubilidade da matriz, interacdo e estado fisico da GLIB nos sistemas.

Artigos Natureza da Interacdo entre a GLIB e 0 | Efeito do estado fisico da
matriz de sistema GLIB
liberacéo
Ueda et al, 2015 Matriz sollvel Interacdo eletrostatica Amorfo
Maiti, Mukherjee, 2014 Matriz sollvel Interacdo eletrostatica Polimorfo
Liuetal, 2014 Matriz sollvel Interacdo eletrostatica Polimorfo
Kames et al., 2014 Matriz sollvel Interacdo eletrostatica Polimorfo
Guan, 2014 Matriz insolGvel Interacdo eletrostatica Amorfo
Bari et al., 2014 Matriz soltvel Interacéo hidrofdbica Solubilizagdo em matriz
lipidica
Albertini et al., 2014 Matriz soltvel Interacéo hidrofobica Solubilizagdo em matriz
lipidica
Upadhyay, Pandit, Wahi, 2014 | Matriz soltvel Interagdo hidrofébica Solubilizagdo em matriz
lipidica
Sinha et. al., 2015 Matriz solUvel Interacdo eletrostatica Polimorfo
Sinha, Ubaidulla, Nayak, 2014 | Matriz soldvel Interacéo eletrostatica Polimorfo
Higashi et al., 2015 Matriz sollvel Interacéo eletrostatica Amorfo
Gyanani, Siddalingappa, Matriz solGvel Interacdo eletrostatica Polimorfo

Betageri, 2015
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Shakeel et al., 2014

Matriz solavel

Interacdo eletrostatica

Solubilizacdo em matriz

lipidica

Reddyet al., 2014 Matriz solUvel Interacdo eletrostatica Polimorfo

Kumar et. al., 2014 Matriz solGvel Interacdo hidrofébica Solubilizacdo em matriz
lipidica

Goncalves etl al, 2016 Matriz soltvel Interacdo hidrofdbica Solubilizagdo em matriz
lipidica

Deshpand et. al., 2015 Matriz soltvel Interacdo eletrostatica Polimorfo

Vaghela, Kulkarni, 2015 Matriz sollvel Interacéo eletrostatica Polimorfo

Maiti, Mukherjee, 2014 Matriz sollvel Interacéo eletrostatica Polimorfo

Prasad, Garud, Garud, 2014 Matriz soltvel Interacdo eletrostatica Polimorfo

O numero de citacGes de uma revista cientifica estd associado a sua relevancia. (BROWN et al., 2015; VORKUKA et al, 1996) Da mesma

forma, o nimero de citagdes de um determinado artigo € uma indicacdo da qualidade do estudo, uma vez que os artigos citados alcancam maior

impacto cientifico e, consequentemente, maior repercussao (KOSTOFF, 2002).

O numero de citagdes é tradicionalmente analisado durante um periodo para revelar tendéncias cientificas e tecnolégicas. O nimero de

citacbes de um artigo indicado pelo Web of Science, Scopus e Google é um dado padronizado e automatico que pode fornecer essas informacdes.

Os artigos também foram analisados usando o pacote Bibliometrix (Aria, Curccurullo, 2017) no software R (CRAN). A Figura 7 apresenta

um grafico bidimensional que combina analise multidimensional e analise de agrupamentos de médias-K para analise de co-word. A analise de co-

palavras € uma técnica de analise bibliométrica usada para quantificar e extrair informacdes sobre a relacdo entre palavras e diferentes topicos.

Quatro grupos de palavras aparecem agrupadas por similaridade; essas palavras-chave sdo indexadas no Scopus.



Figura 7- Andlise de co-word baseada em analise multidimensional e analise de agrupamentos de médias-K.
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4.1 SISTEMAS DE ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS COM GLIB E
MATERIAIS ORGANICOS

4.1.1 Sistemas amorfos estabilizados

4.1.1.2 Sistemas poliméricos

A baixa solubilidade e a lenta dissolucdo da GLIB podem ser atribuidas em parte a sua
natureza hidrofdbica; sua baixa solubilidade aquosa resulta em baixa molhabilidade e
umedecimento, que ¢é a primeira etapa de um processo de dissolucdo. O desenvolvimento de
sistemas poliméricos € uma das principais estratégias utilizadas em formulacdes para
medicamentos pouco soluveis, como a GLIB, porque os polimeros podem exercer um efeito
solubilizante, causando a transformacdo completa ou parcial do medicamento em uma estrutura
amorfa e mais soltvel (ESSA et al., 2015; KONO et al., 2008). Como resultado, 0s artigos que
desenvolveram sistemas poliméricos para entrega de GLIB receberam um namero maior de

citacOes.

As dispersfes solidas de farmaco-polimero, bem como solucdes sélidas, sdo sistemas
amplamente utilizados para superar problemas de solubilidade (ESSA et al., 2015; PRASAD et
al., 2014). A inibicdo da cristalizacdo é determinada pelo nivel de interagdo e supersaturacao
caracteristico de cada polimero ou sistema polimérico. Estudos indicam que a cristalizacdo é
inibida pela desaceleracéo da nucleacao de farmacos, portanto, investigaces moleculares sobre
cristalizacdo sdo necessarias para elucidar o mecanismo de manutenc¢do do estado supersaturado

de farmacos pouco sollveis em varias classes de polimeros (UEDA et al., 2015).

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um polimero derivado da celulose amplamente
utilizado na industria farmacéutica. Os pesquisadores incorporaram a GLIB em formulacdes
contendo diferentes porcentagens de HPMC e obtiveram um sistema capaz de controlar sua
liberacdo por difusdo através da matriz polimérica. O sistema alcangou 100% de liberacdo de
GLIB em 8h. (NAYAK et al., 2016; OSORIO et al., 2011).

Qutro estudo utilizou HPMC, poloxdmer 407 e bicarbonato de sodio para produzir
comprimidos flutuantes. Dessa maneira, a formulagdo combinou os beneficios de HPMC,
poloxamer e bicarbonato de sddio em um sistema DS ternario. O bicarbonato de sddio melhorou
a dissolugdo do GLIB aumentando o pH da camada de difusdo (GLIB é um &cido fraco, pKa
5,3), enquanto os polimeros reduziram a nucleacdo promovendo a amorfiza¢cdo do medicamento
(ESSA et al., 2015).
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Esses resultados séo consistentes com os relatados por Ueda et al. (2015) em um estudo que
investigou o efeito da combinagéo de GLIB ou clortalidona com succinato de acetato de HPMC
(HPMC-AS). O HPMC-AS foi capaz de inibir efetivamente a cristalizacdo de GLIB em
solucdes supersaturadas. Os espectros de 1H RMN mostraram que o polimero suprimia a
mobilidade molecular, impedindo o rearranjo dos agregados pré-nucleares e mantendo a GLIB

em estado amorfo por longos periodos.

Tabbakhian et al. (2014) também desenvolveram e avaliaram sistemas de administracao de
medicamentos contendo HPMC. As formula¢bes DS compostas de GLIB, HPMC, PEG e
poloxadmer em diferentes concentracfes foram preparadas por dois métodos, evaporagdo de
solvente (SE) ou técnica de solvente-anti-solvente de fluido supercritico (SCF-SAS). Os
sistemas SCF-SAS tiveram um desempenho melhor no teste de dissolucdo do que os sistemas
SE. A dissolucdo de GLIB em solucdo tampédo de fosfato (pH 9,5) foi muito baixa,
aproximadamente 19% = 0,98% em 45 min, enquanto a dissolucédo de formulacdes de GLIB
preparadas por SE e SCF-SAS no mesmo periodo foi de 50 a 81% e 89 a 100%,
respectivamente. Ap6s 2 h, foi observada uma dissolucdo completa (100%) das formulacdes
preparadas por SCF-SAS, enquanto a dissolugdo das formulacdes preparadas por SE variou de
61 a 99%. O aumento na taxa de dissolugéo de GLIB foi provavelmente o resultado da dispersao
molecular do farmaco no veiculo polimérico. Esse efeito foi evidente em formulacdes
preparadas por SCF-SAS, em comparacao com as preparadas por SE, provavelmente porque o
fluido supercritico melhorou a plastificacdo de polimeros, reduziu a cristalinidade de GLIB e

aumentou a difusdo do farmaco na matriz polimérica (tabela 5a).

Outros pesquisadores obtiveram um aumento de 6,4 vezes na taxa de dissolucdo da GLIB
usando um sistema de nanosuspensao composto por GLIB, HPMC K15M e lactose, preparados
pela técnica de precipitacdo com liquido anti-solvente (LAS). Uma vantagem desse método
sobre 0 SE e 0 SCF-SAS é que elimina a necessidade de equipamentos especializados e possuli
facil escalabilidade (SINHA et al., 2015).

A etilcelulose € outro polimero derivado da celulose que tem sido usado para melhorar a
dissolugdo da GLIB. Testes realizados usando microcapsulas de GLIB revestidas com
etilcelulose mostraram que esse sistema pode ser usado para liberagdo controlada oral desse
farmaco. As taxas de liberagdo de GLIB foram melhoradas e a liberagdo foi lenta, controlada e
completa (quase 100%) em 24 horas (REDDY et al., 2014).
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Um estudo completo foi realizado sobre as altera¢cdes polimdrficas da GLIB na SD.
(THONGNOPKOON, PUTTIPIPATKHACHORN, 2015) Em sistemas DS ternérios que
consistem em GLIB, polivinilpirrolidona K30 (PVP-K30) e lauril sulfato de sodio (LSS),
preparado por evaporacao de solvente, a GLIB mostrou sofrer uma transformacéo da forma
ceto mais estavel para a forma enol (forma polimérfica IVV) em um tautomerismo de ceto-enol.
A caracterizacdo espectroscopica sugeriu duas regides possiveis na molécula onde essa
alteracdo polimorfica pode ocorrer, as por¢des amida e sulfonilureia. A forma amorfa de GLIB
foi mantida por estabilizacdo estérica por PVP-K30, na qual uma rede de polimeros foi formada
em torno das superficies das particulas. Portanto, pode-se dizer que o polimero carregado atuou
como um estabilizador para controlar o crescimento dos cristais, impedindo a cristalizagdo
(THONGNOPKOON, PUTTIPIPATKHACHORN, 2015). A miscibilidade farmaco-polimero
no nivel molecular, bem como a estabilizacdo do estado amorfo da droga, sdo fatores cruciais
para aumentar a taxa de dissolu¢do. (HIGASHI et al., 2015) Assim, a taxa de dissolucéo de
GLIB e a solubilidade do equilibrio foram melhoradas e as particulas da forma IV da GLIB
tiveram mais de 80% de dissolucdo em 20 minutos. Essa alta taxa de dissolu¢éo foi atribuida a
estabilidade da forma polimorfica IV, que possui maior energia potencial que a forma cristalina
(THONGNOPKOON, PUTTIPIPATKHACHORN, 2015).

As principais propriedades fisico-quimicas consideradas importantes para o desempenho de
dissolucdo dos sistemas poliméricos sdo a tendéncia do farmaco em cristalizar em meio aquoso,
as interacGes farmaco-polimero e a propor¢édo de farmaco e polimero usada na formulagdo. Em
outro estudo, algumas dessas propriedades foram avaliadas usando um sistema DS da GLIB e
Eudragit® S100. O sistema teve um desempenho de dissolucdo GLIB independente da taxa de
carga do medicamento; isto é, GLIB foi retida em um estado amorfo durante o teste de
dissolucdo, mesmo quando em altas porcentagens na formulacéo (tabela 5) (HIGASHI et al.,
2015).

Os espectros de RMN mostraram um deslocamento quimico de C(1) e C(7), carbonos
proximos ao grupo amida GLIB, atribuido a tautomerizacéo entre as formas amida-imida, que
causaram sua amorfizacdo. Essas observacdes sugerem que quase todas as moléculas de GLIB
interagiram com o Eudragit® S100 e estavam em uma forma metaestavel polimdérfica quando

0 conteddo de GLIB estava abaixo de 25%.

O monitoramento por UV e ELSD (detector de dispersédo evaporativo da luz) mostrou que
a dissolucdo simultanea de GLIB e o polimero ocorreu tanto em porcentagens altas quanto

baixas de GLIB, demonstrando que a miscibilidade em nivel molecular nem sempre é
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necessaria para estruturas polimorficas estaveis no estado amorfo em meio aquoso (HIGASHI
etl., 2015).

Foi avaliada a influéncia de varios processos usados para incorporar GLIB na hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HPBCD) na dissolugao. Os métodos de processamento do leito fluido,
granulacdo por pulverizagdo e co-evaporagdo-granulagdo foram avaliados, e a granulacdo
umida foi considerada como um processo padrdo para comparacdo (GYANANI,
SIDDALINGAPPA, BETAGERI, 2015).

Os comprimidos contendo GLIB-HPBCD preparados por diferentes métodos mostraram
perfis de taxa de dissolugcdo semelhantes. No entanto, o estudo forneceu uma indicacéo de quais
técnicas podem ser as mais adequadas em situacdes particulares. Por exemplo, a granulacdo por
pulverizagdo € considerada a melhor opcao para formulagdes que contém baixa carga de droga,
pois permite a distribuicdo uniforme da droga por toda a mistura de granulagdo, enquanto a
granulacdo por via Umida pode ser preferida em outros casos, por ser uma solucdo simples e
econbmica. e método tradicional para obter sistemas de administracdo de medicamentos
(GYANANI, SIDDALINGAPPA, BETAGERI, 2015).

Maiti e Mukherjee também avaliaram a influéncia do método de preparacédo dos sistemas
de B-ciclodextrina (B-CD) na taxa de dissolu¢do da GLIB. Neste estudo, foi observada uma
diferenca significativa entre os resultados das formulagGes obtidas pelos métodos de
malaxagem, coprecipitacdo ou neutralizacdo; apds 2 h, as taxas de dissolucdo foram de 75, 83
e 93%, respectivamente, enquanto a GLIB pura apresentou uma taxa de dissolucdo inferior a
50%. O melhor resultado, obtido com a formulacdo preparada pelo método de neutralizagéo,
foi atribuido a maior capacidade desse método na reducdo da cristalinidade da GLIB (MAITI,
MUKHERJEE, DATA, 2014).

4.1.1.3 Sistemas poliméricos naturais (biopolimeros)

A aplicagdo de polissacarideos naturais no desenvolvimento de medicamentos tem sido de
grande interesse para 0s pesquisadores devido a sua ampla disponibilidade, grande
biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de dilatagdo e custo-efetividade
(PRAJAPATI et al., 2014). O alginato de sddio, por exemplo, é ha muito utilizado em sistemas
de administracdo de medicamentos por sua capacidade de promover diferentes perfis de
dissolucdo de medicamentos (KHAMES et al., 2014).
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Este polissacarideo poliani6nico linear obtido a partir de algas marinhas contém grupos
hidroxil e carboxil que fornecem hidrofilicidade a molécula e podem explicar o aumento que
promovem na solubilidade do medicamento. No entanto, como o alginato de sodio diminui a
eficiéncia de encapsulacdo e promove uma rapida degradacdo, os pesquisadores modificam
quimicamente esse biopolimero com o objetivo de melhorar a encapsulagéo e prolongar o perfil
de liberacdo (SINHA et al., 2014). O alginato foi transformado em derivado de amida,
apresentando maior densidade de carga e consequente maior capacidade de transporte de GLIB.
Essas propriedades favoreceram a dissolucdo e o sistema alginato modificado foi capaz de
atingir uma liberagdo de 100% de GLIB, enquanto o alginato ndo modificado obteve uma
liberagdo de 69,2%. As propriedades da superficie do biopolimero foram modificadas, o que
afetou a molhabilidade, a solubilidade e a liberacdo de GLIB, mostrando seu potencial em
superar os problemas de biodisponibilidade da GLIB (KHAMES et al., 2014).

Um estudo combinou goma de quiabo (Hibiscus esculentus) e alginato de sodio néo
modificado por gelificacdo idnica. A desintegracdo da estrutura do alginato no pH intestinal
promoveu erosdo e dissolucdo da matriz, levando a rapida dissolucdo da GLIB. O sistema incha,
formando uma espessa camada de difusdo capaz de sustentar a liberagdo de GLIB por 8 h. A
liberacdo da GLIB seguiu um modelo cinético de ordem zero (tabela 5) (SINHA,
UBAIDULLA, NAYAK, 2014).

Os biopolimeros também podem ser aplicados como adsorventes em sistemas sélidos.
Quitosana e casca de café foram usadas como adsorventes para sistemas auto-emulsificantes.
A casca de café serviu como um bioadsorvente e aumentou a superficie de ligacdo do GLIB,
favorecendo sua dissolucdo. Os estudos de liberacdo in vitro mostraram uma liberacdo de
98,91% de GLIB a partir da formulacdo otimizada de liberacdo sustentada. Esses resultados
demonstram como os polimeros naturais podem ser usados para fins terapéuticos como
bioadsorventes de baixo custo (SHAKEEL et al., 2014).

Outro tipo de sistema polimérico que foi estudado € o sistema micelar polimérico. O qual
apresenta varias vantagens, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e multiplicidade de
grupos funcionais. A goma xantana € um polissacarideo hidrofilico derivado da bactéria
Xanthomonas campestris, que possui grupos funcionais -OH que podem ser modificados
qguimicamente. Portanto, a goma xantana é um polissacarideo promissor para a modulacéo da
taxa de dissolucdo do medicamento e é considerada segura, pois € aprovada pelo FDA para uso
como aditivo alimentar (BAKSHI, SADHUNKHAN, MAITI, 2015).
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As micelas de polimero consistem em um nucleo hidrofébico estabilizado por um involucro
de cadeias hidrofilicas expostas ao meio aquoso. Como resultado, as micelas de polimero
podem proteger 0s medicamentos contra a inativacdo biologica (aumentando sua
biodisponibilidade) e, do ponto de vista fisico-quimico, apresentam maior estabilidade do que
as formulagdes lipidicas, pois possuem uma concentragdo critica mais baixa de micelas do que
os surfactantes. (KATAOKA, HARADA, NAGASAKI, 2001).

Maiti e Mukherjee (2014) modificaram a goma xantana para alterar o perfil de dissolucao
da GLIB. A alquilagdo (C-16) foi realizada para produzir micelas poliméricas e O-
carboximetilagdo, para a formacdo de hidrogel. O sistema micelar promoveu uma mudanga
notavel no perfil de liberacdo da GLIB, independentemente do meio simulado usado, seja &cido
ou basico. O hidrogel, no entanto, apresentou liberacdo dependente do pH, promovendo menor
liberacdo no meio &cido quando comparado ao meio basico. Os grupos carboxila do hidrogel
tornam-se ionizados em valores mais altos de pH (meio intestinal), gerando uma forga repulsiva
entre as cadeias e levando a uma maior capacidade de liberacao in vitro de GLIB. Este sistema
é vantajoso, pois a GLIB é absorvida no intestino. No entanto, a dispersdo micelar mostrou
maior atividade hipoglicémica in vivo em comparacdo com o hidrogel. Esse efeito pode ser
atribuido a maior solubilidade da GLIB em micelas, 0 que aumenta sua biodisponibilidade.

Esses resultados estdo de acordo com os relatados em outro estudo (MAITI, MUKHERJEE,
2014) no qual a adi¢do de um grupo alquil a goma xantana também foi realizada para promover
a formacdo de micelas poliméricas. O sistema core-shell aumentou a taxa de dissolucdo do
GLIB em 122 vezes, atingindo o dobro da concentracdo em apenas 30 minutos. Bakshi et al.

(2015) também usaram goma xantana carboximetilada em DS contendo Soluplus® e GLIB.
4.1.1.3 Sistemas co-amorfos proteicos

As principais estratégias para melhorar a dissolu¢do de GLIB bem como para a maioria dos
farmacos fracamente soltveis, com frequéncia, concentram-se na preparacdo de dispersoes
solidas poliméricas. No entanto, sistemas co-amorfos tém sido utilizados como uma alternativa
as dispersdes sélidas poliméricas e cocristais. Os sistemas co-amorfos oferecem vantagens
sobre as dispersdes poliméricas solidas devido a significativa higroscopicidade de alguns
polimeros, que podem levar a instabilidades fisicas apds a exposicédo a alta umidade relativa.
(NEUMAN, REUTZEL-EDENS, ZOGRA, 2018)

Sistemas co-amorfos de GLIB e sinvastatina com 0s aminoacidos acido aspartico, lisina,

serina e treonina produzidos por crioplastia foram investigados. (LAITINEN et al., 2014) Neste
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estudo, observou-se que a formacao do tautdmero menos estavel termodinamicamente estavel
do GLIB foi suprimida em relacéo a sua forma amorfa pura, aumentando a estabilidade fisica

dos sistemas.

O estudo de estabilidade foi realizado semanalmente por trés meses e as propriedades de
estado sélido dos sistemas foram avaliadas. O fator estabilizador da GLIB foi a presen¢a dos
aminoacidos, que serviram como obstaculos para sua conversdo em seu tautdbmero de acido
imidico menos estavel, retardando a cristalizacdo da GLIB. A importancia deste estudo é
evidente, pois é o artigo mais citado (21 citagdes) dos estudos analisados nesta revisdo. Foi 0
primeiro a relatar a interferéncia de estruturas tautoméricas em sistemas co-amorfos. Além
disso, os autores demonstraram como 0Ss aminoacidos Sdo excipientes promissores para a

formacédo de sistemas co-amorfos. (LAITINEN et al., 2014)

Outra nova abordagem usando aminodacidos é a entrega de medicamentos usando liquidos
ibnicos (ILs). ILs sdo sais no estado liquido compostos por ions e cations. Eles se associam
através de interacdes dipolo-dipolo para formar agregados ou complexos a medida que sua
concentracdo é aumentada. Em outro estudo, o triptofano e a colina foram usados como veiculo
para fornecer GLIB, aumentando assim sua solubilidade. As interagdes foram investigadas pela
analise de RMN e as alteracGes mais significativas corresponderam aos protons aromaticos,
sugerindo que sua associacdo com ILs ocorre através da formacgdo de multiplas ligacGes de

hidrogénio e interagdes m — 7 através do anel aromatico. (ALAWI et al., 2015)

4.1.2 Sistemas lipidicos

Sistemas de emulséo e sistemas de nanoemulsdo liquidos e s6lidos foram os principais
sistemas lipidicos utilizados nos estudos selecionados para aumentar a taxa de dissolucéo da
GLIB. Notavelmente, um estudo empregou uma abordagem menos comum para sistemas de
administracdo de medicamentos baseados em lipidios. Gautschi et al. (2015) desenvolveram
dispersdes liquidas de GLIB-fosfolipidios que compreendiam complexos na forma de DS com
alta carga de drogas, uma conquista muito interessante para sistemas que fornecem drogas
pouco solaveis (GAUTSCHI, HOOGEVEST, KUENTZ, 2015).

A DS foi obtida pela técnica de evaporacao do solvente. Monoacil fosfatidilcolina (MPC)
e diacil fosfatidilcolina (DPC) foram utilizados como lipidios. As diferengas entre os
fosfolipidios foram evidenciadas pela anélise das taxas de dissolucdo intrinseca em uma célula
de fluxo continuo e em ensaios in vivo (GAUTSCHI, HOOGEVEST, KUENTZ, 2015).
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O MPC tendeu a formar micelas, o que promoveu melhor solubilizagdo, contribuindo para
as maiores taxas de dissolucdo dos sistemas de MPC. Os sistemas DPC, por outro lado,
alcancaram taxas mais baixas de dissolucédo, pois eram capazes apenas de formar vesiculas em
vez de micelas (GAUTSCHI, HOOGEVEST, KUENTZ, 2015).

Esses testes demonstram a importancia do tipo de matriz no desenvolvimento de um sistema
de administracdo de medicamentos. O MPC é um pequeno fosfolipido de cadeia Unica que
possui uma fracdo lipofilica menor que o DPC. Além disso, 0 MPC possui uma geometria
molecular em forma de cone que permite a formacao de micelas ap6s a hidratagdo. No entanto,
€ necessario ser critico quanto a capacidade de discriminac¢do do método empregado. No mesmo
estudo, os sistemas apresentaram eficiéncias variadas em testes in vitro e in vivo. Os sistemas
DPC tiveram melhores resultados de teste in vivo do que os resultados in vitro devido a lip6lise
do DPC, o que leva a geracdo de MPC e, consequentemente, maior capacidade de formar
micelas (GAUTSCHI, HOOGEVEST, KUENTZ, 2015).

Os pesquisadores desenvolveram uma forma de dosagem multiparticulada e de liberacédo
sustentada, macromolecular, preparada a partir de DS de GLIB e metformina. Os sistemas DS
foram desenvolvidos usando Gelucire 50/13 e PEG 200, 400, 4000 e 6000 em diferentes
propor¢bes como transportadoras (UPADHYAY, KUMAR, KUMAR, 2014). Sistemas
bioadesivos sdo frequentemente usados para liberacdo sustentada; no entanto, matrizes lipidicas
flutuantes também podem ser usadas para essa finalidade. Gelucires séo polioxilglicerideos ou
macrogolglicerideos que podem ser usados adequadamente em formulac@es flutuantes devido
a sua alta hidrofilicidade e baixa densidade (JANNIN, MUSAKHANIAN, MARCHAUD,
2001).

O sistema multiparticulado foi preparado em varias proporcées pelo método de fusdo e
passando por uma malha fina. As taxas de dissolucdo in vitro dos sistemas foram comparadas
com as do Betanase®. A solubilidade aumentou proporcionalmente a concentracdo de Gelucire
na DS, como resultado da formacédo de micelas pelo surfactante, promovendo a solubilizacéo
micelar (UPADHYAY, KUMAR, KUMAR, 2014).

A metformina também foi incorporada nas formulacgdes para melhorar a resposta terapéutica
dos pacientes. Um teste de estabilidade fisico-quimica foi realizado durante trés meses nas
condicBes de 30 + 0,2°C e 65% de umidade relativa. N&do foram observadas alteracdes na
estabilidade térmica do sistema. (UPADHYAY, KUMAR, KUMAR, 2014).
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Uma correlagdo in vitro-in vivo (IVIVC) foi usada para selecionar os excipientes
apropriados, otimizar os processos de fabricagdo para fins de controle de qualidade e
caracterizar os padrdes de liberacdo de novas formulagGes. Nos Ultimos anos, 0 conceito e a
aplicacdo de IVIVC para formas de dosagem farmacéuticas ganharam atencao na industria
farmacéutica, em pesquisas cientificas e em agéncias reguladoras (Tabela 5) (UPADHYAY,
KUMAR, KUMAR, 2014).

4.1.3 Sistemas de tamanho nanométricos baseados em lipidios

Os sistemas nanoparticulados sdo amplamente utilizados porque suas nano dimensdes
aumentam a biodisponibilidade do medicamento. A aplicacdo combinada de nanotecnologia e
formulacGes baseadas em lipidios vem ganhando atencdo como uma estratégia promissora para
o0 desenvolvimento de sistemas de administracdo de medicamentos, ja que a dispersao quase
molecular de moléculas de medicamentos em matrizes lipidicas e a presenca de surfactantes
aumentam fortemente a solubilizacdo e absorcéo gastrointestinal in vivo (DURAN-LOBATO,
MARTIN-BANDERAS, DURA, 2015; VITORINO et al., 2011).

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) surgiram como alternativas a outros sistemas,
como nanoemuls@es, micelas, lipossomas e sistemas de polimeros, por sua alta capacidade de
carga de medicamentos, protecao contra degradacdo e modulagéo de liberagcdo. (KUMAR et al.,
2014; MEHNERT, MADER, 2001) Gongalves et al. (2016) desenvolveram SLN usando
Precirol® e lecitina pela técnica de evaporacdo do solvente. O sistema apresentou liberacdo
sustentada in vitro, atingindo 100% de liberacdo ap6s 24 h. O sistema também teve um efeito
hipoglicémico in vivo maior que o da GLIB pura, alcancando uma reducdo mais rapida da
glicemia e uma duracdo mais longa do efeito. Esses resultados positivos indicaram que a
abordagem SLN proposta foi bem-sucedida em melhorar a biodisponibilidade oral da GLIB,
confirmando seu potencial como um sistema de administracéo eficaz para uma terapia adequada

para diabetes.

Recentemente, formulacdes orais baseadas em sistemas de distribui¢do de farmacos auto-
microemulsificantes (SMEDDS), sistemas de distribuicio de farmacos auto-
nanoemulsificantes (SNEDDS) e sistemas de distribuicdo de farmacos autoemulsionantes
(SEDDS) foram investigadas como veiculos em potencial para otimizar a dissolugéo,
permeacdo e biodisponibilidade de medicamentos pouco soltveis. Alguns pesquisadores
investigaram a influéncia de surfactantes e co-surfactantes na eficiéncia de emulsificacdo do
SEDDS. (ALBERTINE et al., 2014; SHAKEEL et al., 2014a, SHAKEEL et al., 2014b)
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Testes demonstraram que surfactantes com altos balangos hidrofilicos-lipofilicos (HLB)
como Labrasol®, Gelucire 44/14, Tween 80 e Cremophor EL s&o adequados para sistemas de
auto-nanoemulsificacdo ou auto-microemulsificacdo e formulagdes preparadas com Labrafil
verificou-se que o M1944CS era estdvel em todas as etapas dos testes de estabilidade
termodinamica. (SHAKEEL et al., 2014)

A influéncia do co-surfactante etanol e Transcutol HP nas formulacGes foi avaliada. O
transcutol apresentou vantagens sobre o etanol devido a menor volatilidade nas capsulas e
consequente maior estabilidade. No entanto, as formulagdes contendo etanol foram
consideradas mais eficientes como resultado de sua capacidade de reduzir efetivamente a tenséo
interfacial. O etanol produz um filme interfacial flexivel, que leva a uma reducdo na tenséo
interfacial, resultando em SNEDDS ou SMEDDS estaveis (SHAKEEL et al., 2014a).

Os estudos de liberagdo mostraram que a taxa de dissolugdo esta associada ao tamanho das
goticulas dos sistemas. O SEDDS teve uma liberacdo de 73,2% em 60 minutos e 0 SNEDDS
teve uma liberacdo de 88,8% no mesmo periodo. Assim, os resultados dos estudos de liberacdo
de drogas in vitro estavam de acordo com os do teste de auto-nanoemulsificagdo; a maior
liberagdo de GLIB no SNEDDS deveu-se ao menor tamanho das goticulas, menor viscosidade
e, possivelmente, maior area superficial alcancada com esse tipo de sistema (SHAKEEL et al.,
2014a).

Os pesquisadores também desenvolveram sistemas nanoemulsificados e compararam sua
eficiéncia a dos comprimidos GLIB comercializados. A capacidade de solubilizacdo do
surfactante contido na formulacao permitiu a liberacdo mais rapida, atingindo mais de 75% de
liberagdo em 5 minutos em PBS (pH 7,4), enquanto os comprimidos disponiveis
comercialmente liberaram apenas 43,2% de GLIB (LIU ET AL., 2014).

O estudo farmacocinético em cdes corroborou com os resultados in vitro, pois foi observado
um aumento de 1,5 vezes na area sob a curva (AUC) apds a administracdo oral de SNEDDS.
Os autores também acreditavam que essa biodisponibilidade aumentada poderia ser atribuida a
capacidade do Cremophor® RH e Tween 80 de inibir transportadores de efluxo ABC e
proteinas de resisténcia a multiplas drogas, pois pode ocorrer efluxo de drogas por esses
compostos nas células intestinais e hepaticas. Portanto, a inibicdo do efluxo pode ter contribuido
para os resultados in vivo, promovendo uma absor¢do aumentada. No entanto, essas
contribuicbes precisam ser testadas para verificar sua influéncia no desempenho da liberacao
de medicamentos (LIU et al., 2014).
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Em geral, a escolha do surfactante baseia-se em sua capacidade de solubilizar GLIB e
emulsificar o sistema. Os surfactantes com maiores valores de HLB apresentaram melhor
capacidade de emulsificacdo, pois sua hidrofilicidade permitiu a rapida e facil disperséo da fase

oleosa na fase aquosa, produzindo uma emulsdo muito fina de 6leo em agua.

O uso preferencial de surfactantes néo idnicos em relacdo aos surfactantes ionicos foi
observado nos artigos citados nesta secao, pois geralmente sdo considerados mais seguros e
fornecem melhor estabilidade da emulsdo em uma ampla faixa de valores de pH e forca i6nica
(NAZZAL et al., 2002). Além disso, os surfactantes ndo idnicos produzem alteragdes
reversiveis na mucosa gastrointestinal facilitando a permeabilidade e absor¢do da GLIB.

Formulacges a base de lipidios permitem que o farmaco permaneca em estado dissolvido
por todo o trato gastrointestinal, resultando em melhor permeacdo através da membrana
intestinal (POUTON, 2000). Os SNEDDS sdo geralmente administrados como cépsulas duras
ou moles, que podem interagir com a formulacdo ou causar uma distribuicdo nao uniforme da
dose. Assim, a conversdo de formulacdes liquidas em formulacbes solidas pode resolver os

problemas acima mencionados.

Bari et al. (2014) desenvolveram SNEDDS adsorvidos no Aerosil 200. Os estudos de
liberacdo de drogas in vitro mostraram uma melhora significativa na taxa de dissolugdo da
GLIB atingindo uma liberagdo completa apds 30 minutos, enquanto a GLIB pura liberou apenas
20% apds 30 minutos. Além disso, uma reducdo significativa nos niveis glicémicos observados
nos testes in vivo sugere que o pé preparado pode ter um efeito terapéutico maior em
comparagdo com o farmaco puro. O Aerosil 200 foi considerado um bom transportador, pois
sua alta area de superficie promove boa adsorcao para a conversdo de formulages liquidas em
po6s (BARI et al., 2014).

4.1.4 Administracdo de GLIB por medicamentos usando materiais inorganicos

Considera-se que sistemas inorganicos contendo Neusilin® melhoram a dissolucdo de
particulas de GLIB, eles podem ser utilizados como agentes de umidade e espessantes, além
disso, Neusilin® pode ser utilizado para adsorcdo, pois apresenta grupos silanol em sua

superficie, o que o torna potencial doador de protons, bem como um aceitador.

O Neusilin® UFL2 é um aluminossilicato sintético de magnésio comumente usado em

formulacdes solidas como diluente para melhorar a qualidade de comprimidos, pos, granulos e
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capsulas. Este composto foi recentemente testado como transportador devido a sua capacidade
de amorfizacdo sob co-moagem (VAGHELA, KULKARNI, 2015; REDDY et al., 2014;
THONGNOPKOON, PUTTIPIPATKHACHORN, 2014) e granulacdo por fusdo a quente.
(LOU et al., 2013; GUPTA, VANWERT, 2003)

Censi et al. (2015) desenvolveram dispersdes sélidas nanométricas de GLIB micronizadas
com Neusilin® UFL2 (aluminometasilicato de magnésio amorfo) em porcentagens variadas e
na presenca de polissorbato 80. Até uma dada razdo droga/transportador, a GLIB foi liberada
por difusdo através do transportador, como ocorre quando o transportador € insolivel e ndo
intumescivel, como Neusilin. No entanto, em sistemas com uma porcentagem maior de
Neusilin® UFL2, a liberacdo da GLIB era controlada pela dissolucdo do transportador. Além
de alterar o perfil de dissolucdo da GLIB como resultado do aumento das porcentagens de
Neusilin®, os sistemas mostraram um grande potencial para promover taxas de dissolu¢do mais
altas como resultado da amorfizagdo da GLIB (CENSI et al., 2015).

Matrizes inorganicas também podem ser usadas para melhorar a estabilidade e as
propriedades tecnoldgicas dos sistemas convencionais de administragdo de medicamentos. Cirri
et al. (2016) desenvolveram SMEDDS de GLIB e Neusilin®, nos quais o Neusilin® foi usado

como um adsorvente para melhorar as propriedades da microemulsdo (CIRRI et al., 2016).

As microemulsbes apresentaram baixa estabilidade por causa da oxidacdo dos lipidios
durante o armazenamento, bem como problemas de incompatibilidade quando transportados
em capsulas de gelatina. A adsorcdo no Neusilin® tornou possivel combinar os beneficios da
microemulsdo, como a dissolucdo aprimorada de GLIB, com os de formas farmacéuticas

solidas, como maior estabilidade de armazenamento e facilidade de manuseio e embalagem.

Além disso, a comparacdo entre a microemulsdo liquida e a forma sélida evidenciou que a
taxa de dissolucdo da forma solida aumentou devido as propriedades de Neusilin®, que
promoveram um aumento na area superficial efetiva dos sistemas, propriedades de
umedecimento e amorfiza¢do da GLIB. Essas propriedades permitiram a rapida dissolucao da
GLIB e reduziram os processos de precipitacdo do medicamento apds o contato com o meio de

dissolugéo.

Este artigo foi um dos mais citados entre o0s estudos sobre sistemas inorganicos (6 citagdes),
iSs0 mostra que a estratégia proposta pode ser empregada com sucesso no desenvolvimento de

comprimidos de liberacdo réapida de outros medicamentos pouco sollveis, possibilitando
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combinar a solubilidade e dissolucdo dos sistemas tradicionais de administragédo de

medicamentos com as propriedades de matrizes inorganicas como o Neusilin®.

Novos métodos associados a matrizes inorganicas podem ser utilizados no desenvolvimento
de sistemas de administracdo de medicamentos para obter vantagens tecnoldgicas.
Recentemente, a aplicagdo do SCF no desenvolvimento de sistemas de administragdo de
medicamentos vem ganhando atencdo, sendo utilizada em medicamentos de classe Il como o
GLIB, pois evitam a coalescéncia de particulas e reduzem o diametro de medicamentos pouco
soltveis, contribuindo para o aumento de sua taxa de dissolucdo (MICHAEL et al., 2002;
REVERCHON et al., 2009).

Guan et al. (2014) desenvolveram sistemas DS contendo GLIB e silica comercial usando
dioxido de carbono fluido supercritico (CO2). A mistura fisica de GLIB e silica foi submetida
a COz supercritico e as formulages DS foram convertidas em comprimidos. A analise in vitro
dos sistemas revelou uma liberacdo mais rapida de GLIB em comparacdo com a do
medicamento comercial micronizado. Os resultados dos testes in vivo corroboraram com 0s
resultados in vitro; a AUC dos comprimidos compostos foi 2,01 vezes maior que a dos
comprimidos comerciais GLIB micronizados (GlynasePresTab®) (GUAN et al., 2014).

Além de melhorar a taxa de dissolucdo da GLIB, a principal vantagem dos sistemas
baseados em liquidos supercriticos € o ndo uso de solventes orgéanicos, diferindo dos métodos
convencionais de preparagdo de DS. Atualmente, a escolha de métodos e materiais amigos da
natureza recebeu muita atencdo da comunidade cientifica, justificando o grande nimero de
citacBes neste artigo (8 citacbes) (REVERCHON et al., 2009).

4.2 ORIGEM DAS PUBLICACOES E FATORES EPIDEMIOLOGICOS

A Tabela 7 apresenta uma lista de instituicGes as quais os autores dos artigos selecionados
foram afiliados. Pesquisadores afiliados a instituicdes de ensino e pesquisa na india foram a

maioria.
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Tabela 7-Lista de institui¢des as quais os autores dos artigos selecionados foram afiliados, por

pais.
. InstituigBes as quais os autores dos artigos . Institui¢Bes as quais os autores dos
Pais - s Pais . . o
selecionados foram afiliados artigos selecionados foram afiliados
Albania University of Medicine India Dr. K. N. Modi Institute of
Pharmaceutical Education and Research
China Shenyang Pharmaceutical University India Jiwaji University
Denmark  University of Copenhagen India Institute of Professional Studies-College
of Pharmacy
Egypt Beni-Suef University Iran Isfahan University of Medical Sciences
Egypt University of Tanta Italy University of Florence
Finland University of Eastern Finland Italy UOC Farmaceutica Territoriale
Finland University of Helsinki Italy Menarini Manufacturing Logistics and
Services
Germany  Phospholipid Research Center Italy University of Bologna
India Gupta College of Technological Sciences Italy University of Camerino
India School of Pharmacy (Lalitha College of Pharmacy) Japan Chiba University
India National Institute of Pharmaceutical Education and Jordan Applied Science University
Research, NIPER
India IFTM University Jordan University of Jordan
India Uttar Pradesh Technical University Jordan TQ Pharma
India 11T-Banaras Hindu University, BHU Malaysia Asian Institute of Medicine Science and
Technology
India C. L. Baid Metha College of Pharmacy Portugal University of Lisbon
India Seemanta Institute of Pharmaceutical Sciences Saudi Taif University
Arabia
India Annamacharya College of Pharmacy Saudi King Saud University
Arabia
India National College of Pharmacy Switzerland  University of Applied Sciences and Arts
Northwestern Switzerland
India Bengal College of Pharmaceutical Science and Thailand Mahidol University
Research
India Acharya & BM Reddy College of Pharmacy UK Keele University
India JSS University of Higher Education & Research USA Western University of Health Sciences
India Aditya Bangalore Institute for Pharmacy Education

& Research

Fatores epidemiologicos podem nos ajudar a entender esses dados, pois varios paises

asiaticos tém altas taxas de DM. A india é um dos epicentros dessa epidemia global, tendo o

segundo maior numero de diabéticos no mundo (69 milhdes de individuos em 2015)
(DIFFERDING, 2017).
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Varios dos artigos indicam determinantes genéticos (disfungdo das células B) e ambientais,
como desnutricdo materna, habitos alimentares e padrGes de consumo como fatores que
corroboram com a alta prevaléncia dessa doenca na India (JOSHI, GISG, 2016). Uma
publicacéo recente da Nature tracou o perfil do pais e demonstrou como a alta incidéncia de
DM e suas complicacGes sdo um grave problema de saude publica. Como resultado, varios
centros de pesquisa estdo buscando alternativas terapéuticas para o0 DM, especialmente o DM
I1, que afeta a maioria dos pacientes e responde pela maior parte do mercado de medicamentos
para diabetes justificando em parte, o grande interesse dos pesquisadores pelo tema, podendo
ser esse fato um indicador, mas ndo os explicando em sua totalidade. (UNNIKRISHNAN,
ANJANA, MOHAN, 2016)

A tabela 8 apresenta os periddicos em que os artigos foram publicados e a tabela 9 mostra

a lista das palavras mais frequentes nos artigos selecionados.

Tabela 8- NUmero de artigos selecionados por periodico.

Revista NUmero de artigos
selecionados por
jornal

AAPS PHARMSCITECH 1
ASIAN JOURNAL OF CHEMISTRY 1
DHAKA UNIVERSITY JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES 1
DRUG DELIVERY 1
DRUG DEVELOPMENT AND INDUSTRIAL PHARMACY 2
EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICS AND BIOPHARMACEUTICS 3
INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES 4
INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS 2
INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACY AND TECHNOLOGY 1
JOURNAL OF DRUG DELIVERY SCIENCE AND TECHNOLOGY 2
JOURNAL OF MICROENCAPSULATION 3
JOURNAL OF MOLECULAR LIQUIDS 1
MATERIALS SCIENCE & ENGINEERING C-MATERIALS FOR BIOLOGICAL 1
APPLICATIONS

MOLECULAR PHARMACEUTICS 2
PHARMACEUTICAL DEVELOPMENT AND TECHNOLOGY 2
POWDER TECHNOLOGY 1
RESEARCH IN PHARMACEUTICAL SCIENCES 1

RSC ADVANCES 1
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Tabela 9- Frequéncia das palavras mais usadas no titulo, resumo e conclusdo dos artigos
selecionados.

Palavras mais citadas no Palavras mais citadas no Palavras mais citadas na
titulo resumo conclusédo*

Word Frequency Word Frequency  Word Frequency
Glibenclamide 19 Drug 128 Drug 107
Drug 10 Dissolution 52 Dissolution 47
Solid 8 Release 47 Solid 35
Dissolution 7 Glibenclamide 44 Release 32
Characterizatio
n 6 Solid 39 Glibenclamide 25
Using 6 Amorphous 30 Formulation 25
Delivery 6 Formulations 29 Dispersion 22
Oral 6 Prepared 26 Can 21
Release 5 Study 25 Rate 21
Dispersions 4 Using 25 Amorphous 20
Controlled 4 Self 23 Prepared 18
Vitro 4 Solubility 22 Formation 17
Development 4 Drugs 20 Results 17
Evaluation 4 Water 20 Study 16
Technique 3 HPMC 19 Properties 16

* O artigo 21 (SHAKEEL et al., 2014) ndo foi considerado nesta analise, pois ndo apresentava uma secao

separada “Conclusio”.

As Tabelas 7 e 8 oferecem uma visao resumida do topico durante um determinado periodo
(2014-2016). Essa é uma das técnicas de mineracdo de texto mais conhecidas. Em relacdo ao
presente estudo, sdo revelados os periddicos que mais se interessaram pela dissolugédo do GLIB

e as palavras mais frequentemente relacionadas a esse tdpico.

Embora outros estudos de revisdo tenham analisado volumes maiores de artigos por
periodos mais longos, a presente revisao mostra os resultados de trabalhos recentes que foram
cuidadosamente analisados e selecionados. Isso levou a uma reducdo significativa do nimero
de artigos selecionados. Estudos futuros devem expandir o periodo analisado pela mineracao

de texto.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo combinou DT e uma revisdo sistematica da literatura para apresentar uma
revisdo abrangente dos estudos mais recentes sobre estratégias para contornar a baixa
solubilidade da GLIB. Dos 1.619 artigos recuperados, 34 artigos preencheram os critérios

estabelecidos e foram analisados na integra.

Os sistemas poliméricos tém sido uma das principais estratégias utilizadas para melhorar a

dissolucdo da GLIB devido ao seu efeito solubilizante e porque podem promover a
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transformacédo completa ou parcial da GLIB em sua forma amorfa. Foi observada uma melhora
nas taxas de dissolugdo de sistemas com GLIB compostos por HPMC ou etilcelulose como
resultado da formacdo de dispersdes moleculares. A tautomerizacdo da GLIB em sistemas
contendo PVP ou Eudragit® e a formacédo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas foram
outras estratégias adotadas para melhorar a sua dissolucéo. As técnicas que podem ser usadas

para formar sistemas poliméricos sdo diversas.

Os polissacarideos naturais foram amplamente aplicados nos sistemas de distribuicéo
devido a sua disponibilidade, biocompatibilidade e capacidade de expansdo. Além disso, a
estrutura dos polissacarideos naturais pode ser modificada para melhorar suas propriedades,
como por alquilacdo da goma xantana para modular a liberacdo do medicamento, derivagédo
amidica do alginato para aumentar sua capacidade de transporte de GLIB e O-carboximetilacdo
da goma xantana para obter um pH sensivel a radiacdo para protecdo do GLIB contra fluidos
gastricos.

Os sistemas de administracdo de medicamentos a base de lipidios, como sistemas
emulsificados e nanoemulsificados, foram extensivamente investigados devido a sua
capacidade de manter a GLIB em solugéo em todo o trato gastrointestinal, resultando em uma
permeacdo melhorada atraves da membrana intestinal e, consequentemente, aumentando a
biodisponibilidade da GLIB.

Apesar das vantagens oferecidas pelos sistemas a base de polimeros/biopolimeros e lipidios,
a baixa estabilidade térmica, termodinamica ou fisica (higroscopicidade) de alguns polimeros e
os problemas de estabilidade enfrentados pelos sistemas lipidicos, como oxidacdo durante o
armazenamento, sdo fatores negativos que devem ser observados e considerados no
desenvolvimento de tais sistemas. Consequentemente, sistemas mais elaborados como aqueles
que contém micelas poliméricas e matrizes menos tradicionais, como proteinas, surgem como
alternativas para suas vantagens na estabilidade fisica.

Matrizes inorganicas também foram estudadas para melhorar a estabilidade e as
propriedades tecnoldgicas dos sistemas convencionais de administracdo de medicamentos. Os
materiais aluminossilicatos, como Neusilin®, s&o transportadores insoliveis e nao
intumesciveis que podem ser usados como adsorventes para aumentar a area efetiva da
superficie dos sistemas, melhorando a umidificacéo e a amorfizagdo da GLIB fornecem reforco
térmico e permitem a preparacdo de produtos farmacéuticos sélidos mais estaveis.

Cada sistema apresenta particularidades e vantagens que devem ser pesadas pelo

pesquisador para obter um sistema que atinja boa capacidade de transporte da GLIB, taxa de
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dissolucéo e estabilidade. Os custos de cada material, a técnica empregada e outros excipientes
que podem ser usados em cada sistema também devem ser considerados.

O presente estudo procurou aplicar uma combinagdo de DT e uma revisdo sistematica da
literatura para apresentar as estratégias atuais usadas para desenvolver sistemas de
administragcdo GLIB, bem como orientar e incentivar estudos futuros e programas de

acompanhamento farmacoterapéutico do DM I1.
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5.2 ARTIGO II: VISAO GERAL E PERSPECTIVAS DA GLIBENCLAMIDA: UMA
ANALISE DOS SISTEMAS DE ENTREGA DE FARMACOS DESCRITOS NAS
PATENTES

1 REFERENCIAL TEORICO

O diabetes mellitus 11 (DM I1) € a quinta causa de morte no mundo e esté intrinsicamente
associada a vérias complicacdes, o tratamento destas complicagdes como cardiopatias,
retinopatia, nefropatias e amputacdes ocasiona grandes gastos aos pacientes e reducdo da
capacidade produtiva, pois pacientes portadores do DM | e Il apresentam reducao de 20 e 10
anos na média de vida em relacdo a ndo diabéticos (MILLER, COSTACOU, ORCHAD, 2019;
RAMAN et al., 2014; HOSSEININASAB et al., 2014; FOWLER, 2008; GROSS et al., 2005).

Além disso, a Organizacdo Mundial da Saude estima que o diabetes é uma das doencas
mais letais e foi responsavel por pelo menos 3 milhdes de mortes por ano em todo 0 mundo
(WIL et al., 2004). O medicamento de escolha para o tratamento inicial do DM 1l é a
metformina, no entanto, metade dos pacientes que atingem o controle glicémico com
monoterapia requerem a associacdo de outro medicamento dois anos depois em virtude do
carater progressivo da doenga, desta forma, o farmaco glibenclamida (GLIB) torna-se bastante
utilizada na pratica clinica (LEAO et al., 2019a,b; CLEMENS et al., 2015; LOHITHASU et al.,
2013).

No entanto, a glibenclamida é um hipoglicemiante oral que possui variacdo na
biodisponibilidade, em decorréncia de sua baixa solubilidade, podendo resultar no
comprometimento do tratamento farmacolégico do DM 1. Em decorréncia deste fator a GLIB
é bastante estudada em Drug Delivery System (DDS) que buscam melhorar suas propriedades
de taxa de dissolucdo (MUKHERJEE et al., 2020; CLEMENS et al., 2015).

No capitulo I, foi apresentada a prospec¢do utilizando a metodologia Data Base
Tomography com artigos sobre a glibenclamida (1.619 artigos foram encontrados), nos quais
observaram-se varios tipos de matrizes (polimeros, proteinas, lipideos e matrizes inorganicas)
e tecnologias empregadas para melhorar sua taxa de dissolu¢do. No entanto, dados sobre as
principais tecnologias e abordagens desenvolvidas por empresas ou universidades e que séo
patentedveis ainda ndo foram analisadas, além disso, este tipo de abordagem para a analise de

produtos farmacéuticos ainda é pouco explorado (LEAO et al., 2019b).

As patentes sdo outorgas concedidas pelo Estado que permitem o monop6lio temporéario para

exploracdo comercial de uma tecnologia. A obtencdo de patentes permite que:


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1773224719313012#!
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(a) os solicitantes e inventores obtenham um bonus por inicialmente terem investido em
P&D;

(b) recuperem 0s recursos investidos;

(c) obtenham lucro (LEMLEY, FELDMAN, 2016; BHATTACHARYA, SAHA, 2011).
Nesse sentido, estdo associadas a inovacao, pois incentivam o surgimento de novas tecnologias
(VAN, EISENKOT, 2017; BHATTACHARYA S, SAHA, 2011; MOSER, 2013).

As patentes se constituem em relevante fonte de informacéao tecnoldgica (prospecgao)
para empresas, especificamente inteligéncia competitiva e foresight
(ALDERING,LEKER,SONG, 2019; GAO,2018; KIM, IM, JUN, 2017;CHANG, FAN, 2016;
BREITZMAN, THOMAS, 2015). Pois, podem ser utilizadas na anélise do surgimento,
monitoramento e "morte™ (obsolescéncia) de tecnologias (KIM, IM, JUN , 2017; CHANG,
FAN, 2016; COLOMBELLI, KRAFFT, QUATRARO, 2014), incluindo o estudo nas areas de
Quimica (SJOGREN et al.,2018; BARTH, 2018) e Farmacia (SJOGREN et al., 2018;
HORNE,KINSTRIE,COPLAND, 2015; ALMARSSON, PETERSON, ZAWOROTKO, 2012;
SINGH, MITAL,KAUR, 2016). Além disso, podem ser fonte de informacédo tecnolégica para
o desenvolvimento de pesquisa académica (REYMOND, QUONIAM, 2016). A analise de
patentes, juntamente com a analise de artigos cientificos e outros documentos pode fundamentar
a construcao de relatdrios para a obtencdo do estado da arte de tecnologias (AALDERING,
LEKER, SONG, 2019; GAO et al., 2013).

Ao contrério de boa parte das plataformas e editoras relacionadas com revistas
cientificas, existe uma série de bancos de patentes de livre acesso para download dos
documentos, sendo este um fator relevante. Alem disso, algumas plataformas, gratuitas e pagas,
permitem efetuar a busca em bases de dados de diferentes paises de uma s6 vez. O que permite

ganhar tempo na consulta das informagdes.

1 OBJETIVOS

Este trabalho objetivou realizar uma prospeccao em patentes buscando-se tragar o perfil
das principais estratégias desenvolvidas por empresas para melhorar a taxa de dissolucéo da
glibenclamida, na qual foram analisadas as matrizes e excipientes utilizados, as técnicas e as

reinvindicacOes destes documentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a coleta das informacGes das patentes foi utilizado o sistema Derwent World Patents
Index (DWPI) (DWPI, 2020), o qual aglutina o conteido das bases de patentes de diversos
paises de forma padronizada permitindo uma maior eficiéncia e abrangéncia da busca de

anterioridade tecnoldgica.

Foi elaborada uma estratégia de busca com base em termos da area do conhecimento e das
tecnologias relacionadas ao tema. Na estratégia, limitou-se ao periodo de 2000 a 2016. A busca
foi efetuada em novembro de 2017 e realizada por meio da opgao de “busca avangada”, com a
base no tépico, utilizando os termos "Drug Delivery Systems", "Glibenclamide", "Glyburide",
"Biological Availability", "Solubility","Dissolution”. Para otimizar o refinamento da busca, foi
efetuado o recurso de truncamento da primeira com a segunda busca, por meio do operador
booleano “AND”.

Foram considerados como critérios de exclusdo: patentes que tratassem exclusivamente de
métodos analiticos, estudos apenas sobre eficacia e/ou toxicidade clinica ou pré-clinica ou que
ndo estejam dentro do escopo do trabalho. Como critérios de inclusdo, foram consideradas as
patentes onde: (1) o inventor descreveu diretamente (fez mencéo no titulo e/ou resumo) que a
invencdo esteve associada a Glib; e (2) o inventor apenas citou a Glib na secdo de

reivindicacdes, como medida de protecdo para este farmaco.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
O método de busca revelou um total de 80 pedidos de patentes. (Tabela 10)

Tabela 10-Descricdo da estratégia de buscas e resultados.

BUSCA Sintax da busca N° de Patentes
1 TS= (“Biological Dissolution” Availaibility” OR “Solubility” 93.703
OR
2 TS= (“Drug Delivery Systems” and “glibenclamide” OR 658
“Glyburide”
3 Combinacdo (1 AND 2) 80
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Inicialmente foi realizada a andlise do titulo e resumo das 80 patentes, das quais, 46
foram excluidas por ndo tratarem de técnicas e ou processos envolvendo a GLIB. As 34 patentes
selecionadas na primeira etapa foram avaliadas na integra. Das 34 patentes selecionadas pelos
critérios de inclusdo e exclusdo, 28 patentes apenas citam a GLIB nas reivindicacfes (tabela
11) e 6 patentes efetuaram testes com a GLIB, a estas foi dada énfase na analise dos resultados
do presente estudo.
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Tabela 11- Dados gerais sobre patentes que ndo mostraram evidéncias experimentais com GLIB.

WO02008140461-A1

Metformine

Oral hypoglycemic

Tablet (Product)

WO02007036671-A2

Metformine e Acyclovir

Oral Hypoglycemic and AIDS Treatment

pH-responsive polymeric microparticles (Product)

W02008008120-Al

Ibuprofen, acetaminophen,
ketoconazole

Anti-inflammatory, antipyretic and antifungal

Film making process (Product and process)

WO02007004236-A2

Atorvastatin

Treatment of hypercholesterolemia

Structural change of drugs to alter solubility
(Product)

W02010033179-A1 Bicalutamide Antineoplastic Reverse wet granulation process (Process)
W02007086929-A1 Prototype drug - (Product and Process)
W02008140460-A1 Theophylline Antiasthmatic Polymeric blend of HPMC. (Product)

W02003066028-Al

Metformine e glimepiride

Oral hypoglycemic

Particle size and coating reduction

W0200000179-Al

Solid dispersion containing

Treatment of gastroesophageal reflux

Solid dispersion

cisapride
W02003106382-A2 | vitamin K (phytomenadione), Coagulation disorders, Cancer treatment Nanostructured fluid (Product)
paclitaxel
W02005105044-A1 Glipizida. Oral hypoglycemic Complexation with cyclodextrins (Process)
W02003026637-A2 Metformine Oral hypoglycemic Hydrogels
KR2008092885-A Metformine e glimepiride Oral hypoglycemic Polymeric system with cellulose derivatives
(Product)

WO02005053612-A2

Fenofibrate, topiramate and
carbamazepine

Treatment of hypercholesterolemia, anticonvulsant and
antidepressant

Micelas (Product)

WO02006022759-A1

Theophylline, diltiazem,
diclofenac

Anti-asthmatic, anti-anginal, Anti-inflammatory

Formed by polymers that control the release.
(Product )

W02014161815-A1

Drugs, vitamins,
nutraceuticals and cosmetics

Polymeric system based on glycogen and glucose.
(Product)

WO02003063834-A1 Oxybutynin Treatment of urinary incontinence The system was coated with HPMC and ethyl
cellulose. (Product)
US2002164371-Al Isosorbide Treatment of angina Polymeric system (Product)
W02005123134-A2 Metformine Oral hypoglycemic Polymeric system - cellulose derivatives (Product)

W02005053612-A2

Fenofibrate, topiramate and
carbamazepine

Treatment of hypercholesterolemia, anticonvulsant and
antidepressant

Micelas (Product)

WO02006022759-A1

Theophylline, diltiazem,
diclofenac

Anti-asthmatic, anti-anginal, Anti-inflammatory

Formed by polymers that control the release.
(Product )

WO02014161815-A1

Drugs, vitamins,
nutraceuticals and cosmetics

Polymeric system based on glycogen and glucose.
(Product)

W02003063834-A1 Oxybutynin Treatment of urinary incontinence The system was coated with HPMC and ethyl
cellulose. (Product)
US2002164371-Al Isosorbide Treatment of angina Polymeric system (Product)
W02005123134-A2 Metformine Oral hypoglycemic Polymeric system - cellulose derivatives (Product)
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Podemos atribuir o maior percentual de patentes que nédo realizaram testes com a GLIB
as caracteristicas proprias das patentes, pois elas buscam proteger, através das
reivindicagdes, uma grande quantidade de aplicagGes ou substancias de uma formulagao

mesmo ndo realizando, de fato, testes com todos 0s objetos protegidos.

A figura 8 contém o perfil das classes terapéuticas abrangidas nas patentes,
observa-se que 0s depositantes ndo levam em consideracéo as especificidades quimicas e
fisico-quimicas das moléculas contidas nas diferentes classes terapéuticas, fato

importantissimo e que pode comprometer os métodos e produtos.

Figura 8- Distribuicdo das patentes quanto a classe terapéutica dos farmacos - modelo
utilizados.

m Hipoglicemiante = ® Antineoplasico u Angina
Anti-inflamatorio = Antitérmico = Antiasmatico

m Refluxo m Coagulacdo m Hipercolesterolemia

= Anticonvulsivante ® Incontinéncia m Antifimgico

m AIDS

Apenas 3 farmacos, de todos os protegidos nas patentes, sao da mesma classe
terapéutica da GLIB apresentando, portanto, semelhanca estrutural (estrutura quimica)
com ela. A glipizida, glimepirida e gliclazida (figura 9), assim como a GLIB, sdo
sulfoniluréias e possuem o grupamento sulfoniluréico com uma substituicdo do anel
fenilico caracteristico (YURIEV; KONG; ISKANDER, 2004). Para estes farmacos a
semelhanga quimica poderia ser utilizada como justificativa para serem incluidos nas
reinvindicagbes, mesmo que ainda possam apresentar pequenas distingdes de

performance nos produtos.



Figura 9- Estruturas quimicas dos farmacos hipoglicemiantes da classe das sulfoniluréias.
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Fonte:autoria prépria, desenho obtido através do software Marvin®.
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E importante acrescentar que este fato abre a possibilidade de outras empresas

conseguirem o patenteamento de produtos ou métodos citados nas reivindicacdes das

demais patentes caso realizem, concretamente, os testes e experimentos utilizando a

GLIB.

A tabela 12 contém as informac6es gerais das patentes que fizeram testes com a

GLIB e a tabela 13 resume as informacGes mais detalhadas sobre a classificacdo destas

patentes, as metodologias utilizadas e os principais resultados



Tabela 12-Dados gerais das patentes que utilizaram glibenclamida.
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Registro da Patente / TITULO Pais/ano de Depositante IPC
Kind Codes inscricdo
prioritaria
W02003043603-Al Pharmaceutical composition useful for oral drug delivery comprises amorphous hollow particles containing USA/2001 ADVANCED A61K-009/14;
(International application | poorly soluble agents embedded within the walls of the particles INHALATION RES INC A61K-009/16;
published with ISR) A61K-031/58
WO02006109175-A2 Solid oral dosage form of glyburide having a specific particle size distribution, useful for the treatment of INDIA/2005 AUROBINDO PHARMA A61K-031/64;
(International application | type Il diabetes LTD A61K-009/14;
published with ISR) C07C-311/59;
A61K-000/00;
A61K-031/155
US2005260274-A1 Preparation of nanoparticles of bioactive agent comprises selecting solvent composition and deposition USA/2001 HEWLETT-PACKARD A61K-009/20;
(Patent Application substrate; preparing solution of agent in solvent composition; applying solution to substrate as droplets and DEV CO LP(HEWP-C) e A61K-009/14;
Publication) evaporating the solution PESSOA FISICA A61K-009/51;
A61K-009/28;
B05D-003/00;
B29B-009/00
US2001036479-A1 Use of glyburide having a defined particle size distribution in the treatment of type Il diabetes USA/2000 PESSOA FISICA A61K-009/48,;
(Patent Application A61K-009/14;
Publication) A61K-009/20
US2007098802-A1 Preparation of organic nanoparticles, useful to treat medical and veterinary conditions, comprises generating USA/2005 PESSOA FISICA A61K-031/337;
(Patent Application mixture of organic material and liquids, adding liquid to mixture and precipitating organic material to form A61K-031/401;
Publication) nanoparticles A61K-031/43;
A61K-031/56;
A61K-031/573;
AB1K-
031/7034;
AB1K-
031/7048;
A61K-038/13;
A61K-009/14
US2005260273-A1 Preparation of deposited bioactive agent which is medicament, by preparing solution of bioactive agent in USA/2001 HEWLETT-PACKARD A61K-009/14;

(Patent Application
Publication)

solvent composition, and applying solution to substrate as droplets where evaporation of solution produces
bioactive agent particles

DEV CO LP(HEWP-C) e
PESSOA FISICA

G01N-000/00;
A61J-003/00;

A61K-009/20;
A61K-009/70

Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 13-Anélise das patentes que utilizaram glibenclamida (comprovacdo experimental).

Patent Registration

Patent
Type

Description of the main advantages

Dissolution rate increase

Development stage /

Tests

W0O2003043603-Al

Product

Micronized system obtained by Spray Drying

Comparison of pharmacokinetics between the protected

product and Glinase® in vivo (rats)

Experimental proof of concept with
the presentation of in vitro tests

WO02006109175-A2

Product
and
process

Micronized system in association with
Metformin.

Process for preparing solid dosage forms
involving micronization and dry granulation
(slugging, compaction), wet granulation and
direct compression.

In vivo bioequivalence studies were performed in

comparison to MICRONASE® 5 mg tablets as a reference.

Experimental proof of concept with

the presentation of in vitro tests

US2005260274-A1

Process

Process of obtaining nanoparticles

No comparison was made with the IFA or medications.

Not applicable

US2001036479-A1

Product

Product consisting of micronized GLIB through
an air jet mill

In vitro dissolution according to the American

pharmacopoeia. No comparative tests with medication or

other formulation.

Experimental proof of concept with
the presentation of in vitro tests

US2007098802-A1

Product

Nanoparticle release system

No tests were performed to assess the improvement in the

dissolution rate

Experimental proof of concept with
the presentation of in vitro tests

US2005260273-A1

Process

Thermal ejection cartridge obtaining
amorphous GLIB microparticles

No tests were performed to assess the improvement in the

dissolution rate.

Experimental proof of concept with
the presentation of in vitro tests.

Fonte: Dados da pesquisa.

72



73

A andlise detalhada destas patentes foi realizada levando em consideragdo os métodos e

materiais utilizados.

A taxa de dissolucdo de farmacos depende do tamanho de particula, em decorréncia
disto, esta estratégia foi a mais utilizada, 3 das patentes promoveram reducdo de tamanho da
GLIB: W02003043603-A1, US2001036479-Al e W0O2006109175-A2.

No entanto, a redugdo mecénica origina elevada energia durante o seu processo podendo
causar degradagdo quimica e/ou fisica do fa&rmaco pelo cisalhamento e estresse térmico, além
disso, particulas menores que 5 microns tendem a aglomerar-se e pode ocorrer a formacao de
polimorfos. Objetivando reduzir estes efeitos, as patentes citadas buscaram inovacfes que

superassem os problemas da técnica convencional.

A estratégia utilizada na W0O2003043603-A1 foi o Spry Drying para a formacdo de
particulas com menor didmetro. As particulas foram produzidas através da pulverizacédo de uma
solucdo utilizando véarios solventes organicos. As goticulas secas porosas exibiram um aumento
exponencial de solubilidade em decorréncia da redugdo do seu diametro. Estes sistemas foram
veiculados em capsulas e testados em ratos Sprague-Dawley, observou-se aumento da taxa de

dissolucdo da GLIB entre 2 a 25 vezes em comparac¢do ao farmaco in bulk.

Suas reinvindica¢fes protegeram também a associacdo da GLIB micronizada com
excipientes como surfactantes, matrizes e estabilizadores. A US2001036479-A1 também
realizou micronizacéo, no entanto, a GLIB foi micronizada através de moinho de jato de ar. Os
comprimidos foram desenvolvidos com diferentes tamanhos de particula, permitindo desta
forma, o desenvolvimento de uma correlacao entre o tamanho das particulas de GLIB e o seu
desempenho in vivo.

Em suas reivindicages, sugere-se que a GLIB seja co-formulada com outros farmacos
para o tratamento do diabetes do tipo Il facilitando, desta forma, o tratamento de pacientes que
fazem uso de varios medicamentos. O invento foi desenvolvido juntamente com cloridrato de
metformina, no entanto, outros ativos podem ser incluidos, como acarbose, rosiglitazona,
pioglitazona ou outras tiazolidinedionas e biguanidas. A W02003043603-A1 também
englobou em suas reivindicagdes a associacao a outros farmacos, no entanto, ndo se limitou a

quais classes seriam, deixando sem restri¢ao.

A W02006109175-A2 também micronizou a GLIB, e para obter formas de dosagem
solidas realizou granulagéo a seco (slugging, compactacdo), granulagdo Umida e compressao

direta. Os estudos de bioequivaléncia in vivo foram realizados em comprimidos de 5 mg de
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GLIB preparados de acordo com o método desta invengdo e comparados com
comprimidos de 5 mg de MICRONASE® sob condi¢es de jejum.

As US2007098802-Al1 e US2005260274-A1 desenvolveram sistemas nanométricos
para a solubilizacdo da GLIB. Na patente US2007098802-Al1 foram desenvolvidas
nanoparticulas orgéanicas formadas pela solubilizagdo da GLIB em mistura de etanol e
cloroformio (70:30), formacdo de emulsdo e precipitacdo de nanoparticulas contendo o
farmaco, sendo possivel controlar o tamanho final das particulas com base na concentragédo

inicial na solugdo de etanol/cloroférmio.

Na US2005260274-Al foi desenvolvido um método de preparacdo de nanoparticulas
compreendendo: solvente; substrato de deposi¢do formado por polimeros hidrofilicos, solucédo
do agente bioativo, em que a composi¢do de solvente inclui pelo menos dois tipos de solventes
e aditivo polimérico. O substrato de deposicédo foi selecionado de modo que a evaporacdo da
composicdo do solvente produzisse uma pluralidade de nanoparticulas substancialmente

amorfas.

Observamos, de maneira geral, que o0s excipientes para carreamento da GLIB foram de
varios tipos (tabela 14). Quando sdo usados excipientes hidrofilicos eles desintegram-se
rapidamente na &gua, e quando sdo hidréfobos, ocorre 0 oposto, o substrato ndo se degrada
facilmente apds a ingestdo. Os excipientes também podem objetivar a formacdo de um filme

organico e apresentarem dissolugéo ou desintegracdo responsiva a faixas de pH diferentes.



Tabela 14-Anélise das reivindicagdes das patentes que utilizam glibenclamida.

Patent Registration | No. of claims Associations described in the claims

WO02003043603-Al 63 Surfactants, matrix builders and stabilizers

W02006109175-A2 10 Binders such as povidone, low viscosity hydroxypropylmethylcellulose, starch, pregelatinized starch, lubricants such as magnesium stearate, hydrogenated
vegetable oil, sodium lauryl sulfate, stearic acid, sodium stearyl fumarate and the like. In addition to glidants, non-stick, dyes, flavorings, coating
components.

US2005260274-A1 31 Digoxin, prednisolone, lovastatin and indomethacin.

US2001036479-A1 10 Excipients highly soluble in water, such as mannitol, croscarmellose sodium, microcrystalline cellulose, povidone and magnesium stearate. The claims
also included binders, such as povidone or low viscosity hydroxypropylmethylcellulose and a lubricant, such as magnesium stearate or sodium stearyl
fumarate.

US2007098802-A1 26 Other active agents that have the ability to be precipitated as nanoparticles and formed by the method of the invention.

US2005260273-Al 30 Not applicable
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A US2005260273-Al desenvolveu um cartucho de ejecdo térmica de farmacos em
goticulas. O ejetor é projetado para fazer com que gotas sejam ejetadas e os pulsos de ejecao
possam ser usados para aquecer a solucéo de ejecédo e vaporiza-la. A GLIB em solucéo é ejetada

produzindo, apos a evaporacdo dos solventes, microparticulas esféricas amorfas.

A ejeccdo da solucdo pode ser precisamente cronometrada para disparar uma porgao
desejada do substrato de entrega, esta tecnologia de aplicacdo digital permite a deposicédo
altamente reprodutivel de agentes bioativos, controle da morfologia, medicdo do tamanho das

gotas e distribuicdo, com precisdo, do agente bioativo.

Desta forma, a GLIB, ou qualquer outro farmaco em que a tecnologia seja aplicada pode
ser depositado sobre um substrato de entrega de uma maneira altamente controlada. Parametros
adicionais também podem ser modificados para obter um tamanho de gota selecionado, como
aforma de pulso, a tenséo, a corrente, duragédo do pulso, pardmetros de aquecimento, frequéncia

de disparo, numero de rajadas e temperatura do substrato do ejetor.

Em comparag&o ao observado na revis&o sobre drug delivery com glibenclamida (LEAO
et al.,2019b) observa-se a distincdo entre as principais matrizes utilizadas nos sistemas de
liberacdo e quanto a andlise das tecnologias empregadas em patentes e artigos. As patentes
apresentaram-se mais direcionadas para o desenvolvimento de nanoparticulas, enquanto os
artigos apresentam uma maior diversidade quanto aos tipos de sistemas de liberagdo como
dispersbes solidas, micelas poliméricas, co-cristais, nano e microemulsfes. Assim como
observa-se algo semelhante em relacdo a natureza das matrizes utilizadas, os artigos empregam

polimeros sintéticos e naturais, lipideos, proteinas e materiais inorganicos

Essas observacGes podem ser atribuidas a propria natureza da pesquisa académica que
possui maior liberdade no direcionamento das pesquisas, além do tempo para o seu
desenvolvimento ser menos rigido e possibilitar desvios ou novas perspectivas dentro de um
mesmo estudo. Enquanto as industrias farmacéuticas possuem planos de pesquisa mais
rigidamente definidos com valores de financiamento e de tempo de desenvolvimento
criteriosamente pré-estabelecidos baseados em metas e programas de crescimento dentro da

empresa.

Observa-se ainda que as empresas detentoras destas patentes (tabela 14) sdo de pequeno
porte, fator que pode acentuar a restricdo quanto ao desenvolvimento de novas estratégias para
a baixa solubilidade da GLIB resultando em menor diversificacdo de estratégias (RUBERG et
al., 2019)
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A excecdo da patente WO2003043603-A1 que apresenta testes pré-clinicos em ratos,
estas patentes (tabela 14) sdo caracterizadas por descreverem tecnologias que encontram- se em
estagio de testes in vitro, 0s quais correspondem a um estagio de desenvolvimento ainda
embrionario, se considerarmos todas as etapas necessarias para insercdo de um medicamento
no mercado (VAN, EISENKOT, 2017; LEMLEY,FELDMAN, 2016; BHATTACHARYA,
SAHA 2011;).

Apesar de atualmente existirem mais de 7 mil estudos clinicos sobre diabetes tipo 2,
poucos séo os trabalhos envolvendo DDS. A maioria dos estudos de desenvolvimento de DDS
para o tratamento de Diabetes tipo 2 ndo consegue seguir para a etapa de pesquisa clinica. Essa
questdo ndo € uma exclusividade desta doenca, pois também ocorre em outros casos. O
desenvolvimento inicial das pesquisas ocorre muitas vezes em institutos de pesquisa e
universidades, porem a industria farmacéutica € quem avalia e escolhe a tecnologia que entende

possuir maior potencial competitivo no mercado. (BUTLER, 2008)

No entanto, estudos recentes tém apontado a genémica como tecnologia promissora para
o0 tratamento de diferentes doencas, incluindo diabetes tipo 2 (MAZAHERIOUN et al., 2017,
SORIANO-TARRAGA et al., 2016; BAYS et al., 2007), tornando-se uma forte alternativa de
investimento para as proximas décadas. Esta hipoOtese € reforcada por recentes estudos
publicados na American Diabetes Association (FLOREZ, 2016; FRADKIN,HANLON,
RODGERS 2016; RICH, CEFAL, 2016) e em outros relevantes jornais da area (MOHAN,
RADHA, 2019; PRASAD, GROOP,GLOYN, 2019; DRUCKER, 2018; MERINO, FLOREZ,
2018,2017; SCHEEN, 2016;PEARSON, 2016; KLEINBERGER,POLLIN 2015;
MALANDRINO, SMITH, 2011).

Nesse sentido, tem crescido o financiamento de pesquisas em medicina personalizada
por parte da industria farmacéutica (REDDY, 2016; LAZARIDIS, 2016; HU, 2012,
SANGHERA, BLACKETT, 2012; TOYE, 2003; RAZ, 2013; STOLERMAN, FLOREZ,
2014). Isso tem sido percebido por meio das publicacdes declaradamente desenvolvidas com
recursos de empresas. Os investimentos na area tém sido refor¢ados também por iniciativa do
governo norte americano desde meados dos ultimos anos do governo Obama (MCCARTHY,
2015; REARDON, 2015; HAWGOOD, 2015)

Os problemas relacionados com a glibenclamida poderdo deixar de ser um gargalo se a terapia
génica, de fato, nas préximas décadas, for considerada o tratamento mais adequado e

economicamente viavel para o diabetes tipo 2. Dessa forma, € possivel que este seja um indicio
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de uma mudanga tecnolégica. Contudo, sdo necessarias investigacdes mais profundas sobre as

possibilidades terapéuticas existentes e disponiveis com a medicina de precisdo para o

tratamento da diabetes tipo 2. Além disso, é necessario investigar alternativas de como estas

tecnologias podem ser disponibilizadas nos sistemas de satde dos diferentes paises (ricos ou

pobres) e como e quando isto podera ocorrer. Nesse sentido, novos estudos poderdo contribuir

com valiosas reflexdes.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que a prospeccdo de patentes € uma importante ferramenta para a
compreensdo de um segmento de pesquisa e de tendéncias de mercado, e através dela
podemos constatar que apenas um pequeno percentual (7,5%) dos pedidos totais de
patentes realmente realizam testes com a GLIB, no entanto, as reivindica¢des englobam

outras classes de medicamentos para tratamento do DM II.

Observou-se que as principais técnicas desenvolvidas e legalmente protegidas sdo a

micronizacdo e a formacdo de nanoparticulas;

A maioria das patentes que descrevem essencialmente tecnologias para o transporte de
glibenclamida foram desenvolvidas no inicio dos anos 2000. Além disso, ao que parece,
sdo tecnologias que ndo continuaram no processo de desenvolvimento, especificamente

testes pré-clinicos e clinicos.

De todas as patentes analisadas, nenhuma apresentou testes clinicos concluidos ou em
andamento e apenas uma patente apresentou testes pré-clinicos em ratos, evidenciando
que os trabalhos envolvendo DDS e GLIB seguem uma perspectiva comum aos demais
sistemas de DDS, eles ndo conseguem seguir para a etapa de pesquisa clinica porque as
indUstrias farmacéuticas, que geralmente financiam esta etapa, sdo as responsaveis por
selecionar os projetos mais alinhados a sua politica de crescimento e de retorno

financeiro.
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5.3 ARTIGO IIl: MONITORAMENTO in line DA SINTESE DE HIDROXIDOS DUPLOS
LAMELARES E INSIGHTS DO MECANISMO E CINETICA DE FORMACAO

1 REFERENCIAL TEORICO

Apesar de possuirem ocorréncia natural em terrenos sedimentares, os HDL geralmente
s&o obtidos em laboratdrio devido as vantagens proporcionadas ao material pela sintese, como
alto grau de pureza e capacidade de controle de suas propriedades, como tamanho de particula
e morfologia (RIVES, DEL ARCO, MARTIN, 2014; CUNHA et al., 2010).

Os HDL podem ser sintetizados com uma composi¢ao apenas inorganica com anions
inorganicos intercalados em suas lamelas, ou com composic¢ao mista, organica-inorganica (MEI
et al., 2017, ADV et al., 2016; JACOME-ACATITLA et al., 2014). Os métodos de sintese
podem ser classificados em diretos ou indiretos, na sintese direta é possivel obter o material de
interesse diretamente, sem passar por precursores, na sintese indireta inicialmente é obtido um
HDL por método direto e em seguida o0 seu anion intercalante pode ser substituido por outro
anion de interesse através dos métodos de troca idnica ou calcinacdo. A sintese direta pode
ocorrer por varios métodos os principais sdo: método de coprecipitacdo ou método do sal-base,
método do sal-6xido e sintese por micro-ondas (FERECZ et al., 2015; CONTEROSITO et al.,
2013).

A coprecipitacdo ou método do sal-base € um método muito utilizado por diversos
grupos de pesquisa por ser em uma Unica etapa (one-pot) e por apresentar materiais com menor
tamanho de particula, boa cristalinidade, menor contaminacdo com ions carbonato e maior
capacidade de carreamento da espécie escolhida (AHMAD et al., 2015; HAYASHI et al., 2015;
ALANSI et al., 2015; ALAWI et al., 2015).

Este método consiste na adi¢do simultanea de cations metalicos a uma solucéo basica e
pode ser realizada em pH constante ou variavel, a coprecipitagdo em pH constante permite
maior controle dos parametros de sintese e, consequentemente, propriedades dos HDL, ja que
o pH influencia marcadamente as propriedades do material obtido, como cristalinidade e pureza
de fase (MIYATA, 1975; DE ROY et al., 2001; ROJAS et al., 2014).

A sintese em pH constante apresenta como vantagens a maior homogeneidade dos
materiais obtidos e a maior versatilidade quanto ao controle das condigdes, pois niveis variaveis

de pH levam a formacao de materiais mais heterogéneos, uma vez que os precipitados obtidos
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no inicio da reacéo provavelmente difeririam daqueles no final (GALVAO et al., 2016; SUN et
al., 2015; SUN, DEY, 2015; ROJAS et al., 2014).

A sintese do HDL gera grande interesse e parametros criticos para obter HDL
monodispersos, como concentragdo da solucdo salina, taxa de agitacdo e taxa de adicdo dos
sais, vem sendo estudados pois o escalonamento industrial destas matrizes e o sucesso de sua
aplicacdo na industria farmacéutica e biomeédica depende do controle, reprodutibilidade e
seguranca de sua producdo (SUN et al., 2015; SUN, DEY, 2015; ZHOU et al., 2012; OLFS et
al.,2009).

1.4 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR): UMA IMPORTANTE
FERRAMENTA DE CARACTERIZACAO

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) vem sendo utilizada como um
método ndo destrutivo para a caracterizacao de materiais, sua aplicabilidade é bem diversificada
sendo utilizada em diversos segmentos como na érea agricola, alimenticia e no monitoramento
de reacdes organicas. Além disso, o NIR é uma importante ferramenta de Quality by Design
(QbD) para acompanhar processos industriais e auxiliar na compreensdo de parametros de
processo que afetam a qualidade dos produtos, como na formulacdo de medicamentos e no
desenho de processos (ZHANGO, MAO, 2017).

Na area de argilominerais o NIR tem sido usado para caracterizar argilas catiénicas, no
entanto, poucos estudos relataram o seu uso para caracterizar HDL e apenas o presente trabalho,
até o momento, aplicou o0 NIR para monitoramento da sintese de HDL (ALLRED et al., 2018,
JIE et al., 2018,POST, CRAWFORD, 2014, ZHANG et al., 2011, PENTRA et al., 2009). No
NIR as vibracGes moleculares resultam em transicfes harménicas (overtones), sobretons e
bandas de combinacdo (XIAO et al., 2018). Os sobretons sdo bandas com valores de frequéncia
correspondentes a maltiplos inteiros daqueles das vibragdes normais, enquanto as bandas de
combinacdo sdo combinagdes lineares das frequéncias normais ou multiplos inteiros destas
(GIESE et al., 2018).

O NIR tornou-se importante para analise de processos, uma vez que é uma ferramenta
eficiente e avancada para o monitoramento continuo e aquisi¢do constante de dados e Util para
0 controle e entendimento de processos de maneira multivariada (COZZOLINO, 2016). No
entanto, como na regido do NIR as absor¢des séo de baixa intensidade ocorrem sobreposic¢oes
e combinacbes das ligacOes tornando a interpretacdo das bandas complexa. Desta forma, é

necessario recorrer a metodos estatisticos para que as informac6es contidas nos espectros sejam
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correlacionadas com os métodos analiticos convencionais. Através da quimiometria os dados
experimentais medidos pelo NIR sdo transformados em informagdes quimicamente relevantes

a partir de métodos estatisticos, matematicos e informaticos (POPPI, 2018).

Dentro da quimiometria, a calibracdo multivariada é amplamente utilizada para o
tratamento de dados espectrais, as principais técnicas de analise multivariada para a elaboracao
de modelos séo analise por componentes principais (PCA), regressao linear multipla (MLR),

regressao por componentes principais (PCR) e minimos quadrados parciais (PLS):

e APCA éuma das ferramentas da quimiometria que tém como objetivo principal reduzir
a dimensionalidade do conjunto de dados original possibilitando que as informagdes
mais relevantes fiqguem concentradas nas primeiras componentes e as de menor
importancia nas Ultimas (GIESE et al., 2018).

e A regressdo PLS é usada para andlises quantitativas, nela, tanto a matriz das variaveis
independentes X como a das varidveis dependentes Y sdo combinac@es lineares obtidas
via componentes principais (KILLNER, ROHWEDDER, PASQUINI, 2011).

Além disso, para a aplicacdo de qualquer andlise multivariada, os dados espectrais
devem ser pré-processados, ou seja, corrigidos, pois sofrem inlmeras interferéncias. Desta
forma, o pré-tratamento espectral deve ser realizado objetivando reduzir, eliminar ou padronizar
0 impacto desses fatores ndo desejaveis nos espectros, sem alterar a informacéao espectroscépica
contida neles (BEGHI et al., 2018).

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Utilizar a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e quimiometria para

monitorar a sintese de hidréxidos duplos lamelares (HDL) pelo método de coprecipitacéo e

obter insights sobre o seu mecanismo e cinética de formagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar uma sonda com faixa de leitura no infravermelho proximo para monitorar a
sintese de HDL dos tipos Zn2Al-Cl e Mg2Al-Cl pelo método de coprecipitacdo em meio
organico;

e Comprovar que o NIR pode ser utilizado como ferramenta analitica para o controle de

producdo in line da sintese de hidroxidos duplos lamelares;
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e Verificar a reprodutibilidade do método de coprecipitacdo para a producéo de HDL;

e Determinar as cinéticas de formagédo dos HDL Zn,Al-Cl e Mg2Al-Cl e estabelecer as
possiveis distin¢c@es nos seus mecanismos de formacao;

e Ultilizar as determinacGes de carga superficial (potencial eletrocinético), microscopia
eletronica de varredura (MEV) difratometria de raio X (DRX) como técnicas de suporte

na elucidacdo do mecanismo e da cinética da formac&o dos HDL;

3 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes MgCl..6H20, KOH, AICIz.6H20 e ZnCl; anidro foram obtidos da Sigma
Aldrich®, enquanto o metanol P.A. (padrdo analitico) foi obtido da Merck.

Método de Sintese e Monitoramento com NIR

A sintese dos HDL via coprecipitacdo foi realizada em solucdo metandlica em pH
constante (MIYATA, OKADA, 1977). O sistema de reacdo consistiu em um baldo de trés
entradas acoplado aos elementos: dois funis de adi¢do, um eletrodo (solugédo organica) e a sonda

de NIR. Conforme demonstrado na figura 10.

Figura 10- Equipamentos utilizados nas sinteses dos HDL acoplados & sonda FLEX-NIR-12S-
300HT/081204/1 de Aco Inox SS316L, janela Optica de safira e faixa espectral NIR 400nm —
2200nm acoplada a espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourrier.

Funil de adigédol Funil de adi¢do 2
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Para a sintese do HDL Mg.AlI-Cl, um dos funis continha KOH (0,2 mol-L™) e o outro
uma solucéo aquosa de MgCl..6H20 (8,03 x 102 mol) e AICI3.6H20 (4,01 x 107 mol). Est
solucgdes foram adicionadas gota a gota ao baldo até pH 9,5 + 0,5. Para a sintese do HDL Zn,Al-
Cl LDH, foram conectados aos funis solucdes de KOH (0,2 mol.L™ %) e uma solugdo aquosa de
ZnCl; anidro (6,03 x 102 mol) e AICI3.6H20 (3,01 x 102 mol) até pH 7,5+ 0,5.

A taxa de gotejamento dos reagentes foi de 0,8 mL.min" ! e o volume das solugdes foi
de 100 mL. Ap0s as sinteses, 0s sistemas permaneceram em agitacdo por 12 h, seguidas por
centrifugacdo a 5000 rpm por 5 min usando &gua e metanol (trés vezes cada) e em seguida 0
material foi seco em estufa a 50°C.

Durante as sinteses, os sistemas foram mantidos sob atmosfera de nitrogénio, agitacéo
magnética e foram monitorados usando sondas NIR in situ por 180 min. As taxas de aquisi¢do
foram de 1 espectro por minuto com a média de 64 digitaliza¢6es no intervalo de 10.000 a 4000

cm. O fundo do espectro foi adquirido usando metanol, 0 meio das sinteses (branco).

O equipamento contendo a sonda NIR consistia em um espectrofotdbmetro de
infravermelho com transformada de Fourrier FOMA FTLA 2000-160 GRAMS A/l acoplado a
uma sonda de aco inoxidavel FLEX-NIR-12S-300HT / 081204/1 SS316L e uma janela dptica
safira, que apresentava a faixa espectral NIR de 4000 a 10.000 cm™* (1000-2500 nm). Todos 0s
calculos para as analises PCA e minimos quadrados parciais (PLS) foram realizados usando o
Matlab R2015a (Mathworks) e PLS Software Toolbox verséo 8.1.2 (Eigenvector Research,

Inc.).
Analise do Potencial Eletrocinético

Aliguotas de cada sistema foram coletadas ap6s 5 minutos de sintese, a cada 10 minutos
durante a primeira hora de sintese e a cada 20 minutos durante a segunda e terceira hora de
sintese. Os niveis de pH foram os mesmos que os utilizados para as sinteses: 9,5+ 0,5e 7,5+
0,5 para Mg2Al-Cl e Zn,Al-Cl, respectivamente. As medig¢des do potencial eletrocinético foram

realizadas usando o equipamento Zetasizer Nano ZSP Malvern®.
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Aliquotas dos produtos das sinteses foram coletadas de ambos sistemas e as imagens MEV
foram obtidas usando um Fanta Quanta FEG 250 instrumento com canula de emisséo de campo
e aceleracéo tensdo de 1 a 30 kV equipada com AMETEK, HX-1001. Detectores de desvio de

silicio Apollo X (SDDs). As amostras foram definidas usando fita adesiva de carbono dupla
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face e revestidas com ouro utilizando um Quorum Metalizador Q150R, por 30 s a 20 mA,
usando plasma gerado em atmosfera de argonio.

Andlise de DRX

Os difratogramas em pé dos HDL foram obtidos utilizando um instrumento Rigaku MiniFlex
DRX utilizando radia¢do CuKa. O difratdbmetro usado continha um filtro de niquel operado em
tensdo de 30 kV e corrente de 15 mA e apresentava a faixa de varredura (20) de 1,5-70° a taxa
de 0,02°/s.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao sintetizar os HDL neste estudo, os sais que foram adicionados simultaneamente ao
KOH foram inicialmente convertidos em intermediarios no meio reacional: Al(OH); e
Zn(OH)z, os quais se dissolveram até os produtos finais Mg2Al-Cl e Zn,Al-Cl, respectivamente
(WANG et al.,2012; SUN, DEY, 2015).

As medicBes do potencial eletrocinético (Figura 11) indicaram que, no inicio do
processo de sintese, ambos os HDL apresentaram baixos valores de { devido aos fendmenos de
nucleacdo (SUN, DEY, 2015), que ocorreram rapidamente (5-80 min) e levaram a formac&o de

particulas iniciais instaveis.

Figura 11- Determinacédo do potencial zeta dos HDL sintetizados ao longo de 180min.
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Ap6s 80 min de sintese, o { atingiu +30 mV indicando que as particulas se tornaram
mais estaveis, isso foi atribuido a lentiddo do processo de nucleagdo e inicio da recristalizacao.
A nucleacdo e recristalizacdo sdo fendmenos opostos, que ocorreram a taxas mais lentas no

tempo devido ao aumento da cristalinidade dos HDL.

Existe uma relago estreita entre o { e a distribui¢do de AI** ions, uma vez que a presenca
de AI** aumentou a densidade de carga dos HDL aproximando os contra-ions (OH™ e &nion
interlamelar) a sua superficie. A medida que a sintese progredia, a nucleagéo foi substituida por
cristalizacdo, esta favoreceu a dispersdo uniforme dos cétions nas camadas dos HDL e,
consequentemente, afetou a densidade de carga. Portanto, a concentragdo de adsorvente em
torno das particulas dos HDL foi mais uniforme do que no inicio da sintese e em um padrédo
mais uniforme na dupla camada formada no plano de cisalhamento (XU et al., 2008; HANAOR
etal., 2012; ZHOU et al., 2012; LEE et al., 2015; SUN, DEY, 2015).

O crescimento dos HDL e sua morfologia discoide foram monitorados usando MEV
(Figuras 12 e 13). As particulas evoluiram de particulas primarias para a forma discoidal devido
a taxa de crescimento impedida no plano 001 (espectros de DRX na Figura 14), que apresentou
maior densidade de carga e entalpia de hidratacéo.



Figura 12- Imagens MEV de Mg.Al-Cl: amplia¢des 1 —4a e 1b—4b 50.000x e 10.000%,
respectivamente.
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Figura 13- Imagens MEV de Zn,Al-Cl: ampliagdes 1 —4a e 1b—4b 50.000% e 10.000x,

respectivamente
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Por outro lado, a aglomeracdo das particulas ocorreu principalmente nas bordas da
superficie, onde a densidade de carga e a entalpia foram as mais baixas, permitindo o
crescimento horizontal das lamelas em detrimento da regido central (espectros de DRX na
Figura 14) (BOCLAIR et al., 1999; BOCLAIR, BRATERMAN, 1999; GALVAO et al., 2016;
ZHAO et al., 2002).

As particulas primarias tornaram-se secundarias através do crescimento agregado e seu
tamanho dependeu da extensdo da aglomeracdo irreversivel, que indiretamente depende da
densidade da carga superficial e da entalpia de hidratacéo das particulas primarias cristalizadas.
Desta forma, as superficies das bordas de alta energia cresceram a uma taxa superior a superficie
basal de baixa energia promovendo a orientacdo para o crescimento conforme ilustrado nas
imagens MEV pos-sintese (Figuras 12 e 13), onde a formacéo de particulas em forma discoide,
as quais exibem energia superficial minimizada pode ser observada. Esses resultados também
indicam que o crescimento dos HDL em meios organicos é semelhante a orientacdo dos HDL
sintetizados em meio aquoso (SUN, DEY, 2015; SUN et al., 2015).

Anélise de DRX

O espaco intercalar doosz foi obtido usando a equacdo de Bragg e apresentou valor de
aproximadamente 7,0 A para todas as amostras (Figural4), estes valores estdo de acordo com
os relatados na literatura para HDL do tipo Mg2AlI-Cl e Zn,Al-Cl, assim como os valores da
distancia para o plano (110) de aproximadamente 1,5 A e o do parametro cristalografico a = 2
x d110 também foram consistentes com a literatura para os HDL do tipo Zn.Al-Cl e Mg2AI-Cl,
como pode ser visto na tabela 15 (MIYATA, 1975; FORANO et al., 2006).

Equacdo de Bragg: n1=2.d.sen
Em que, n é a ordem de difracdo, d o espago interlamelar e 4 o comprimento de onda

da radiacao.
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Figura 14- Espectros de DRX do pé de Zn,Al-Cl e Mg2Al-Cl na faixa de varredura 20

de 1,5-70°.
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Tabela 15-Célculos para a determinacdo do parametro a (2Xd110).

HDL 20 (110) d (A a(A)
Zn,Al-Cl 60.2° 1.5353 3.06
Mg2Al-Cl 62.0° 1.5010 3.02

NIR e analises quimiométricas

Os espectros brutos de NIR para o processo de sintese foram obtidos na faixa de 4545 a
10.000 cm™ (Figura 15) e correspondem as regides principalmente relacionadas a formagao de
O-H (Frost et al., 2009). Varios estudos, que incluiram espectroscopia de infravermelho médio
e préximo mostram que as trés regides mais importantes para a analise do NIR sdo: os sinais
na faixa de 12.500 a 9.000 cm™ que correspondem ao segundo harménico de alongamento das
ligacGes O-H (FROST et al., 2007; PALMER et al., 2007; FROST et al., 2009), os sinais entre
9000-6000 cm™ que representam o primeiro harménico da vibragdo de alongamento
fundamental das ligagdes O-H e a faixa de 6000-4000 cm™ que contém as bandas de tons
harmonicos das ligacdes O-H de moléculas de &gua (FROST, ERICKSON, 2005; MORA et al.,
2010; MORA et al., 2011).
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Figura 15- Dados brutos NIR de um lote de sintese de Mg2AlI-CI.
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A matriz de dados brutos foi organizada considerando os diferentes lotes para a sintese
dos HDL MgAI-Cl e Zn,Al-Cl em trés lotes por sintese. Para cada lote, 180 leituras foram
adquiridas na faixa de 4000-10.000 cm™. A anélise de componentes principais (PCA) foi a
ferramenta quimiométrica usada para processar o grande quantitativo de dados. Geralmente, a
PCA é usada para visualizar a estrutura de dados, encontrar semelhancas entre amostras,
detectar amostras andmalas e reduzir a dimensionalidade dos conjuntos de dados (BRO,
SMILDE, 2014), onde a maior parte da variabilidade dos dados é explicada por um numero
reduzido de variaveis latentes, ortogonais e uma combinacdo linear dos dados originais
(FERRER-RIQUELME, 2009).

O modelo da PCA foi desenvolvido usando os trés lotes de sintese de cada HDL, o
principal objetivo da andlise era identificar as contribuicdes espectrais do processo de sintese e
avaliar a consisténcia entre os diferentes lotes fabricados. Usando a PCA foi possivel determinar
as contribui¢bes mais importantes, para Mg2Al-Cl a primeira componente principal (PC1) foi
associada a contribuicdo positiva das bandas entre 5038 e 7144 cm™. A segundo componente
principal (PC2) foi associada aos valores negativos das bandas entre 5030 e 7236 cm™ para o
passo inicial e as bandas positivas entre 5315 e 7144 cm™ para a etapa final (Figuras 16c e 17c,
respectivamente). Similarmente, para Zn,Al-Cl a PC1 foi associado ao valor positivo do 5000
cmt, enquanto a PC2 foi associada ao valor negativo em 5663 cm™ para a etapa inicial e aos
valores positivos entre 5308 e 7152 cm™ para a etapa final. Todas as regides da banda foram
mencionadas anteriormente para a atividade OH. O intervalo de 4000-4500 cm™ ndo apresentou

informac0es relevantes para 0 monitoramento do processo.
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Figura 16- PCA da sintese de Mg.Al-ClI: (a) grafico de pontuacdo PC1 x PC2, (b) gréfico de
carga e (c) grafico de pontuacédo PCL1.
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Figura 17- PCA da sintese de Zn,Al-Cl: (a) gréafico de pontuacdo PC1 x PC2, (b) gréfico de carga e (c) grafico
de pontuacéo PC1.
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Os gréficos de pontuacdo para ambos 0s processos apresentaram informacdes sobre o

caminho da sintese, a qual terminou com a formacéo dos HDL. O primeiro passo, corresponde

a nucleacgéo das particulas (passo rapido) e o segundo passo corresponde a cristalizacdo (passo

mais lento), os quais foram confirmados pela analise do potencial eletrocinético. As duas etapas
sdo representadas no grafico de pontuacdo PC1 (Figuras 16c e 17c).

Aproximadamente 30 minutos apés o inicio do processo, a inclinacéo esta relacionada

ao primeiro passo (nucleagdo) e o platd, apés 30 min, representa 0 segundo passo

(cristalizacdo). Os resultados da PCA também forneceram informacg6es sobre a adequacéo do
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processo de sintese considerando os residuos de Hotteling T2 (Figuras 16d e 17d). Ao final do
processo, nenhuma das amostras apresentou alteragcdes anormais e que ndo se comportaram de
maneira diferente da maioria das amostras usadas para construir o modelo, isso demonstrou a
reprodutibilidade dos lotes de fabricacao diferente.

A principal diferenca entre as sinteses de Mg2Al-Cl e Zn,Al-Cl estava relacionado as
taxas de formagdo desses HDL, assim, avaliando suas cargas (Figuras 16b e 17D,
respectivamente), a formacéo esteve essencialmente associada ao aumento da intensidade das
bandas 7198 e 7437 cm devido a ligagdo O-H na estrutura octaédrica associada a formagcéo de
camadas e primeiro harmonico da agua (2vH20) (MADEJOVA et al., 2000; MADEJOVA et
al., 2009; ZHANG et al., 2011; SUN, DEY, 2015). A taxa de crescimento de materiais
cristalinos é o resultado das diferencas de fluxo de espécies idnicas na superficie da solucéo,

que sao regidos pelas solubilidades dos sais envolvidos na formacéo de cristais.

Assim, usando os produtos de solubilidade dos sais podemos inferir o0 comportamento
de cada componente (ALLADA et al., 2002, 2005). A constante de solubilidade (Ksp) de
Al(OH)z a 25°C é menor que a de Zn(OH): e isso afetou o processo de supersaturacéo e facilitou
a precipitacdo rapida do fon AI** como hidroxido durante a sintese de Zn,Al-Cl. Além disso,
Ksp de Mg(OH)2 a 25°C também foi maior do que do AI(OH)z e, portanto, 0 comportamento
descrito acima também foi observado durante a sintese de Mg2AlI-Cl (SUN, DEY, 2015; SUN

et al., 2015). Os valores de Kps sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16- Valores de Ksp a 25 ° C (Ball, Nordstrom, 1991).

Hydroxides Kps
Amorfo 10733
Boehmite 107317
Al(OH)3 Gibbsite 10338
Mg(OH). 1011
Zn(OH), 1016

Para analisar as solubilidades dos reagentes e espécies intermediarias, foi realizado um
ensaio alterando as razdes molares iniciais dos reagentes (RUSSELL et al., 1955; PANIAS et
al., 2001). O julgamento foi realizado durante o quarto lote de sintese de Zn,Al-Cl e a pontuagéo
da PCA, os valores (Figuras 17a e c) exibiram uma quebra no padréo de sintese. A primeira

caracteristica importante a avaliar foi o encaixe ndo sobreposto para lotes diferentes que
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ocorreram devido a variabilidade nos volumes de reagentes adicionados, isso foi controlado
manualmente usando o pHmetro e as variagfes foram principalmente visualizadas usando a
PC2 (ANUP, THATOD, GAZIT, 2016).

As variagdes no quarto lote (azul claro no Fig. 17¢) foi evidenciada pela quebra do platd
e apos a correcdo os escores foram relacionados ao passo inicial, portanto, as sinteses so
poderiam ser monitoradas por 112 min.

Abordando um conjunto de dados que obedeca as exigéncias quimicamente
significativas ao modelo bilinear (Lei de Beers), a resolucdo de curvas multivariadas (MCR)
foi adequada para recuperar informagdes subjacentes: a resolucdo consiste em separar as
informagdes dos diferentes constituintes do conjunto de dados multivariado. Executou-se a
analise de forma aumentada acoplando diferentes lotes para atingir os perfis de concentracéo e
garantir a consisténcia espectral da resolucdo porque continham informacdes fornecidas pelos
diferentes lotes, em termos de nivel de concentracdo diferente (variabilidade do lote) e
composicao, que ajuda na melhoria da resolucdo do resultado (JAUMOT et al., 2005; PRATS-
MONTALBAN et al., 2011; TAULER, 1995).

A analise de minimos quadrados alternados por resolucéo de curva multivariada (MCR-
ALS) foi realizada para obter os perfis de concentracdo relativa para a sintese dos HDL
considerando que os lotes eram reprodutiveis de acordo com os resultados da PCA. Os modelos
MCR-ALS apresentaram falta de ajuste de 7,5 e 10,1% para a sintese de Mg2Al-Cl e Zn,Al-Cl,
respectivamente. Esses valores podem ser considerados adequados devido o controle manual
da adicdo dos reagentes, responsavel pelas principais variacdes nos perfis de concentracdo dos
HDL tanto para os reagentes quanto para os produtos consumidos.

Os espectros otimizados ndo coincidem com 0s reais porque a aquisi¢cdo ndo fornece
espectros NIR das amostras, mas espectros relacionados as mudangas que ocorreram no sistema
durante a sintese dos HDL. Contudo, os perfis de concentracdo adquiridos representavam 0s
reagentes consumidos e a formacao dos HDL e estavam de acordo com os dados relatados na
literatura (SUN, DEY, 2015). Os perfis de concentracdo dos produtos para os trés lotes séo
apresentados na Figura 18. As curvas cinéticas foram obtidas ajustando as curvas de regressao

aos perfis de concentracéo usando a curva polinomial de segunda ordem na Eq. (1):

F(X) = p1x® + p2 X + p3 D)
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Figura 18- Perfis de concentracdo de MCR-ALS para sintese de (a) Mg2Al-Cl e (b) Zn2Al-ClI
e suas respectivas curvas cinéticas.
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Os gréaficos de tais funcbes sdo dados por pardbolas. Desta forma, as concentracfes

méaximas sdo dadas através das coordenadas do vértice do mesmo:

V=(Xomax, Yimax) = (=2 222€) @)

2a 4a

Além disso, essas fun¢bes aumentam em toda a faixa de 0 a Xmax. Assim, as seguintes

equac0Oes foram derivadas para os HDL neste estudo:

e MgAIl-Cl:

_6,77.10—4
4,48.10—6

Ximax =151min 3)

e ZnoAl-Cl:

_4,46.10-4 _ :
M 73 54.10-6 =137min (4)

Considerando as curvas ajustadas para o modelo cinético e os calculos 1 e 2, 0 Zn;Al-
Cl apresentou a taxa de formacdo mais rapida e alcangou a concentragdo maxima apds 137 min.
Esse resultado foi em concordancia com o menor valor de Kps para Zn,Al-Cl. Depois de Zn,Al-
Cl e Mg2Al-Cl atingirem a concentragcdo maxima nos tempos de 137 e 151 min respectivamente,
as concentragOes permaneceram inalteradas devido ao alto grau de cristalinidade alcancado
pelos materiais. Esses resultados foram corroborados com dados de MEV, DRX e potencial
eletrocinético, sugerindo que o processo de sintese apresentasse um estagio inicial rapido,
atribuido ao processo de nucleacdo e um segundo estagio mais lento, atribuido a cristalizacéo e

redissolucao dos HDL.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e Pode-se concluir que o acompanhamento das reacgdes utilizando a sonda de NIR foi
capaz de monitorar a sintese de HDL e permitir o controle in line da sua formacao;

e Através dos dados quimiométricos e testes de T Hotelin e Q2 foi possivel verificar a
reprodutibilidade do método de coprecipitacdo para a producdo de HDL,;

e Foi possivel propor um modelo cinético de segunda ordem para as sinteses e além disso
observar que a taxa de formagéo de Zn,Al-Cl foi superior ao de Mg-AlI-Cl;

e Usando os resultados quimiométricos, potencial eletrocinético, MEV e DRX combinado
com informacgdes tedricas, foi possivel inferir que 0os mecanismos que governavam a
formacéo de HDL envolviam supersaturacdo, nucleacdo, precipitacédo e redissolucdo em
duas etapas;

e Desta forma, pode-se concluir que a combinacdo de técnicas foi adequada para controlar
e avaliar o processo de sintese de HDL pelo método de coprecipitacdo em meio organico

e identificar seus pontos criticos.
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5.4 ARTIGO IV: ONE-POT SINTESE DE NANOPARTICULAS BIOCOMPATIVEIS DE
HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES ORGANOMODIFICADOS CARREANDO
GLIBENCLAMIDA

1 REFERENCIAL TEORICO

Os Hidrdxidos Duplos Lamelares (HDL) apresentam pequeno espacamento entre suas
camadas, pois a alta densidade de carga das lamelas e o alto teor de espécies anidnicas e de
agua, no espaco interlamelar, resultam em significativas interacdes eletrostaticas e propriedades
hidrofilicas (ROJAs et al., 2015). Embora exista a capacidade de ampliacdo do espaco
interlamelar estas interagdes podem funcionar como barreira para a intercalacdo de moléculas
volumosas ou de baixa polaridade (MEI et al., 2017). Desta forma, modificacdes na superficie

dos HDL podem ser realizadas para facilitar a interacdo com estes tipos de moléculas.

1.2 ORGANOFILIZACAO DE HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

As modificagdes envolvem, frequentemente, a insercdo de espécies anidnicas com
cauda hidrofdbica na superficie dos HDL tornando-os organofilizados (CURSINO et al., 2015;
2013; WANG et al., 2005). A cauda hidrofébica reduz as forcas atrativas entre as lamelas e
provoca a expansdo da distancia entre elas, desta forma, o aumento do espaco interlamelar
facilita a entrada de moléculas volumosas e/ou promove a esfoliagdo do HDL (ZHAO et al.,
2011).

A organofilizacdo além de promover alteracdo do espaco interlamelar proporciona
alteracdo nas propriedades de superficie dos HDL passando de hidrofilica para hidrofébica.
Estas alteracBes facilitam a posterior interacdo com cadeias poliméricas, moléculas

hidrofobicas e solventes ndo aquosos.

Surfactantes sulfonados, como dodecilsulfato (DDS) e dodecilbenzenosulfonato (DBS)
ja foram intercalados em HDL do tipo Mg2Al e observou-se que eles ocuparam a regido
interlamelar e comportaram-se de maneira semelhante a micelas (KUTLU et al., 2014; WANG
et al., 2005). A forte tendéncia da agregacdo do surfactante resulta em um campo hidrofobico
que apresenta capacidade de solubilizar compostos organicos hidrofobicos (OMDEO et al.,
2017; DEKANY et al., 1997).
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Os surfactantes sdo compostos que se distinguem por sua estrutura anfifilica,
cada molécula contém porgdes hidrofilicas e hidrofébicas que Ihes conferem o fenémeno de
atividade superficial. A solubilidade em agua de um tensoativo é dada pela existéncia de cargas
em sua regido polar, desta forma, quanto mais carga ele apresentar mais soltvel sera em agua,

ndo importando se as cargas sdo negativas ou positivas (SALA et al., 2018).

Dependendo do grupo hidrofilico da molécula, os tensoativos podem ser classificados
em cationicos, aniénicos, ndo-idnicos e anfotéricos. O tensoativo que apresenta carga positiva
na regido polar da molécula é chamado de tensoativo catidnico, pois é o cation de um sal
(LOKERSE et al., 2018). Quando a regido polar apresenta carga negativa, este tipo de
tensoativo é chamado de anibnico, a parte polar apresenta alta polaridade e alta capacidade de
atracdo de moléculas de agua, isso faz com que os tensoativos aniénicos sejam muito soluveis
em agua (LAMICHHANE et al., 2018) na figura 19 estdo representados tensoativos catidnico
e anidnico.

Figura 19- Estruturas quimicas de tensoativos, a) cloreto de dodecil trimetil aménio e b)
dodecil sulfato de sddio. Fonte: autoria propria utilizando o ChewBioDraw Ultra.
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Os tensoativos catiénicos sdo, normalmente, menos sollveis em dgua que o0s tensoativos
anibnicos, pois o nitrogénio por ser comparativamente menos eletronegativo que o oxigénio
atenua sua polaridade e reduz a solubilidade em agua dos tensoativos catidnicos (LOKERSE et
al., 2018; STEFFES et al., 2008).

Os tensoativos conhecidos como anféteros (ou anfotéricos) apresentam tanto a carga
negativa como a positiva na mesma molécula e comportam-se como aniénicos ou catiénicos
dependendo do pH da solucéo, em meio alcalino comportam-se como tensoativos anidnicos e
em meio acido comportam-se como tensoativos catidnicos (PATEL etal., 2011; LUKYANOV,
TORCHILIN, 2004).

A modificacdo dos HDL altera a polaridade da superficie, os HDL deixam de ser

hidrofilicos e passam a ser hidrofobicos. Desta forma, os compostos hidrofébicos podem
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interagir com a cauda dos surfactantes melhorando a solubilidade de moléculas pouco soltveis
em um fenébmeno chamado adsolubilizacdo ou co-adsorcdo, que € analogo a solubilizacdo
micelar em solucéo aquosa (ZHAO et al., 2011; FARIAS et al., 2010).

A adsolubilizacdo é um fendmeno caracterizado pela adsorcdo de surfactantes em
interfaces solido-liquido por exemplo, podendo modificar a superficie do sélido e favorecer a
absorcéo de moléculas da solucao pela qual ndo seriam absorvidas pelo s6lido na auséncia do
surfactante (CURSINO et al., 2015, WU, HARWEEL, O’REAR, 1987). Zang et al.(2017)
modificaram o HDL do tipo Mg2Al com hexanossulfonato de sodio e dodecanosulfonato de
sodio para a recuperacao de corantes industriais e observaram que a presenca dos surfactantes

foi muito importante para a afinidade entre organo-HDL e 0s poluentes organicos.

Podem ser citados ainda trabalhos envolvendo a adsolubilizacdo do pesticida clorpirifos
em HDL do tipo Mg.Al modificado com DSS e DBS.(WANG et al., 2005) Além da
adsolubilizacdo de tiofeno em HDL Zn,Al e nitrofenol por HDL modificado com DSS,
podendo estes dois ultimos serem aplicados a esta¢fes de tratamento de aguas residuais para a

eliminacgdo de contaminantes organicos (ZHAO et al., 2011).

Os tensoativos anidnicos sdo o0s mais utilizados com HDL em decorréncia da
possibilidade de interacdo com as cargas cationicas das suas lamelas, na tabela 17 sdo
apresentadas as estruturas de alguns surfactantes ja utilizados. Para eles, os perfis DRX
mostraram a variacdo do espaco interlamelar de acordo com o tamanho de sua cadeia carbdnica
(ZHANG et al., 2017).
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Tabela 17- Surfactantes anionicos utilizados na modificagdo de HDL.

Surfactante

Estrutura quimica

Hexanossulfonato

(Zhang et al., 2017)

0
Octilssulfonato //o (You; Zhao; Vance, 2002a)
/\/\/\/\S
J o
0
Nonessulfonato //O (Zhang et al., 2017)
\/\/\/\/\s
J o
¢}
Dodecanossulfonato 0 (Zhang et al., 2017; LV et al., 2015; Cursino et al.,
/\/\/\/\/\/\ // 2015;Cursino et al., 2013 Zhao et al., 2011;lyi,
S\ Tamura, Yamada, 2009; Costa et al., 2008; Wang
// o et al., 2005; You, Zhao, Vance, 2002a; Zhao, Nagy,
0 2004; Clearfield et al., 1991; )
Octilbenzenosulfonato Q (You, Zhao, Vance, 2002a)
\_°
A\
\O
Dodecilbenzenosulfonato (Cursino et al., 2015; Cursino et al., 2013; lyi,
Tamura, Yamada, 2009; Costa et al., 2008; Wang et
O\\ al., 2005; You, Zhao, Vance, 2002a,b)
S
o\
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Acido laurico 0 (Lv et al., 2015)
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Surfactantes também foram utilizados para promover a delaminacdo de HDL, o0s
surfactantes minimizam as forgas de Van der Waals entre as lamelas e favorecem interagdes
com solventes ndo aquosos, 0s quais podem ser utilizados como dispersantes. Pagano et
al.(2000) promoveram a delaminagéo total do HDL Zn,Al usando DSS como um surfactante
anidnico e butanol como o dispersante. O objetivo deste tipo de estudo é desenvolver um
método de delaminacdo de HDL que levard a uma nova geracdo de materiais nos quais a
superficie total do composto em camadas serd acessivel para reatividade quimica ou para a
preparacdo de novos materiais porosos ou orientados (LEE, CHOI, KIM, 2010; ADACHI-
PAGANO, FORANO, BESSE, 2000).

Os surfactantes podem também ser utilizados auxiliando na formacdo de
nanocompositos poliméricos. As argilas bem dispersas e esfoliadas na matriz polimérica
proporcionam avangos nas propriedades finais do material como melhor resisténcia a tenséo ou
a resisténcia a altas temperaturas (GOHATRE et al., 2017; KUTLU et al., 2014; SENGUPTA
etal., 2007; KOJIMA, USUKI, KAWASUMI, 1993).

Na area farmacéutica farmacos também podem ser incorporados, a camptotecina foi
carreada em nanoparticulas de HDL do tipo MgAl associadas ao colato de sddio, no entanto
como foi utilizada uma concentracdo do surfactante acima de sua concentracdo micelar critica
(CMC) o surfactante envolveu a camptotecina em micelas (TYNER, SCHIFFMAN,
GIANNELIS, 2004).

A glibenclamida (GLIB), como relatado nos capitulos I e 11, € uma sulfonilureia de segunda
geracdo amplamente usada no tratamento do diabetes mellitus tipo Il, mas sua baixa
solubilidade aquosa compromete sua absorcdo ap6s a administragdo oral dessa maneira sao
necessarias estratégias para melhorar sua taxa de dissolucéo.

1.3 SISTEMAS NANOPARTICULADOS

A British Standards Institution define nanociéncia como a area de estudo da matéria em
nanoescala, a qual lida com o entendimento de suas propriedades fisicas, quimicas e possiveis
implicagdes clinicas dependentes do tamanho (RASMUSSEN et al., 2019; BSI, 2007).

A nanotecnologia na area farmacéutica, comumente, esta voltada para estratégias que
possibilitem a entrega especifica de farmacos em seu local de a¢do reduzindo a possibilidade
de efeitos colaterais e possibilitando a liberacdo controlada e/ou aumento da penetracdao

intracelular. Além disso, nanomateriais podem fornecer protecdo contra a degradacédo
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prematura e interacdo com o ambiente bioldgico, entrega direcionada, penetragdo intracelular e
melhora na biodisponibilidade (ALEXIS et al., 2008).

No entanto, as vantagens e propriedades dos nanomateriais sdo dependentes do design
destes sistemas e influenciadas por caracteristicas como tamanho, carga, modificacGes da
superficie e hidrofobicidade. O tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas sdo fatores
importantes para determinar sua interacdo com a membrana celular e a penetracao atraves das
barreiras fisioldgicas, além de esta intimamente relacionada com a sua toxicidade, pois as
pequenas dimensdes geram aumentam da area de contato e, consequentemente, da reatividade
podendo induzir uma resposta inflamatéria mais facilmente (KUMARI, YADAV, YADAYV,
2010; BRANNON-PEPPAS, BLANCHETTE, 2004).

Diferente de outros materiais j& amplamente utilizados para o desenvolvimento de
nanoparticulas, como PLA e PLGA os materiais inorganicos como os HDL surgem como uma
alternativa inovadora pois atraves do controle da etapa de sintese podem ser obtidos materiais
com variadas propriedades. O controle e planejamento de aspectos como nucleagéo,
envelhecimento, tratamento pés sintese (hidrotérmico) e natureza do anion interlamelar séo
fatores de sintese que determinam o tamanho dos HDL, pois afetam o empilhamento de suas
camadas e consequentemente o seu tamanho de particula (AGRAWAL et al., 2013; ROJAS et
al., 2011; OH et al., 2009).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Obter nanoparticulas biocompativeis de hidroxidos duplos lamelares e glibenclamida
para a melhoria da sua taxa de dissolucdo e liberacdo controlada buscando tornar-se uma
possivel opcao terapéutica para o tratamento do diabetes mellitus II.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter nanoparticulas de HDL do tipo Zn>Al organomodificadas com dodecil sulfato de
sodio (DSS) e glibenclamida intercalada através da sintese por coprecipitacdo em one-
pot;

e Realizar o revestimento das nanoparticulas para torna-las gastrorresistentes;

o Caracterizar as nanoparticulas difratometricamente, termicamente,
espectroscopicamente, assim como sua estabilidade coloidal e propriedades de

superficie;
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e Realizar a co-liberagdo do zinco e da glibenclamida nos meios simulados géstrico e
intestinal e avaliar o modelo cinético de liberacdo da glibenclamida;

e Comprovar a biocompatibilidade das nanoparticulas atraves do ensaio de citotoxicidade
em fibroblastos;

3. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico: AICI3.6H.0, ZnCl,, KOH e
dodecilsulfato de sodio (DSS) foram obtidos da Sigma-Aldrich, Eudragit L100® (ED) da
Evonik, NaOH da Scharlau, HCI 35% da LabKem, metanol e etanol P.A. da Merck® e
glibenclamida foram obtidas da Fragon®. A agua purificada foi obtida por osmose reversa com
um sistema MilliQ (Millipore®).

A sintese e modificacdo dos HDL foram realizadas de acordo com o método de co-
precipitacdo a pH constante desenvolvido por Miyata (1975), com pequenas alteracbes para
imobilizacdo da GLIB (LEAO et al., 2019b).

A sintese dos HDL foi realizada em solucdo metandlica (50 mL) sob atmosfera de
nitrogénio e agitacdo mecanica. O sistema de sintese consistiu em um baldo de trés bocas
acoplado a dois funis de adigdo e um eletrodo de pH (eletrodo de solucdo organica). O baldo
continha DSS (5,18 x 102 mol) solubilizado em metanol e os funis continham KOH (0,2 mol)
em um dos funis e soluc&o salina de ZnCl, anidro (6,03 x 10" mol) e AICI5.6H,0 (3,01 x 10-
mol) no outro funil. As solu¢des foram adicionadas gota a gota ao baldo até que fosse atingido
o pH 7,5+0,5 para a sintese de Zn,Al-CI-DSS (codificado como S2). A taxa de fluxo de todos
os reagentes foi de 0,8 mL.min"! e o volume de 100 mL. Para a sintese de Zn.Al-Cl (chamado
S1), a solugdo metandlica ndo continha DSS.

Para a sintese de Zn>Al-CI-DSS-GLIB (chamado S3) o sistema de sintese foi 0 mesmo
de S1 e S2, com alteracio das solugdes utilizadas: metanol (50 mL) com DSS (9,27 x 10* mol)
e GLIB(9,27 x 10™* mol) solubilizados no baldo e KOH (0,2 mol), ZnCl; anidro (1,85 X 1073
mol), AICl5.6H20 (9,27 x 10 mol) gotejados dos funis de adigio. Nas condicGes experimentais
em que as sinteses foram realizadas (pH 7,5), a GLIB ¢ encontrada na forma anidnica (REMKO,
M., 2009; LEAO et al, 2019b). Ap0s a sintese, o sistema foi agitado por 12 h, centrifugado a 5.000
rpm por 5 minutos com agua (3 vezes, para remover o excesso de cloreto), solucdo salina

tamponada com fosfato (PBS 3 vezes, para remover o excesso de DSS) e metanol (6 vezes, para
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remover o excesso de farmaco), seco em estufa a 50°C e caracterizado. A figura 20 contém a
representacdo da etapa de sintese dos HDL.:

Figura 20-Representacdo das sinteses em one-pot.

Coprecipitation
Synthesis (one-pot)

3.1 REVESTIMENTO DOS HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

O revestimento dos HDL com Eudragit L100® (ED) foi realizado para protegé-los do
meio &cido. Em um protocolo tipico, agitou-se 500 mg de HDL modificado em 10 mL da
solucdo etanolica de ED a 70°C e em 500 rpm por 2h. Em seguida, a suspensdo foi vertida em
agua e agitada a 500 rpm, o produto resultante foi filtrado e seco a 70°C. (Duan et al. 2004;

Del Arco, 2010) S1, S2 e S3 revestidos foram codificados como S4, S5 e S6, respectivamente.

3.2 CARACTERIZACAO DOS HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

Os padroes de difracdo de raios X (DRX) foram registrados no Philips PW1710 com o
goniémetro vertical do tipo PW1820/00 e um gerador do tipo Enraf Nonius FR590 operando a
40Kv e 30 mA. Foi utilizada uma lampada de cobre com monocromador de grafite (Kqi=1,54).
Os difratogramas foram obtidos na faixa (2e) 2° a 50° a uma taxa de 0,02°/s. As amostras foram
viradas durante a medicdo para obter perfis de pico ideais para analise, bem como para
minimizar o efeito de orientacGes preferenciais. Eles foram depositados em base de cristal

orientada (placa de silicio) para evitar ruidos de fundo. A analise matematica foi realizada no
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software HighScore Plus (Versdo 152 3.0d). As distancias (hkl) para o plano (003) foram

obtidas pela equacdo de Bragg (demonstrada no capitulo I11).

A érea superficial (Sget) foi determinada a partir das isotermas de adsor¢éo-dessorcéo
de 77K N2 calculada usando o método B.E.T (Brunauer-Emmett-Teller) na faixa de pressdo
relativa (P/Po) 0- 1. O volume, didmetro médio dos poros e a distribui¢do foi estimada usando
0 método B.J.H (Barret-Joyner- Halenda) obtido em um analisador de area de superficie e
tamanho de poro modelo ASAP 2420 da Micrometrics (area de superficie acelerada e sistema

de porosimetria) do CETENE (Centro de Tecnologia do Nordeste).

A analise do potencial zeta () e do tamanho hidrodindmico (d) foram realizados no

instrumento Zetasizer Nano ZSP Malvern® atravées do espalhamento dinamico de luz (DLS).

A espectroscopia no infravermelho médio foi realizada por reflectancia total atenuada/
transformada de Fourier (ATR/FT-IR) usando um acessério Gladi-ATR com cristal de

diamante (Pike, Madison, WI, EUA), leitura na faixa de 4.000 a 400 cm™ e resolucéo de 4 cm-
1

A andlise termogravimétrica (TGA) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
foram realizadas em atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 ml/min, taxa de aquecimento de

10°C/min e temperatura na faixa de 25 a 700°C.

3.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO (EE) E DRUG LOADING (DL)

A carga (Eqg. 3) e eficiéncia de encapsulamento (Eq. 4) da GLIB foram determinadas
por espectrofotometria UV-vis a Amax 300 nm. A concentracdo foi calculada por analise de
regressao de acordo com a curva padrdo obtida a partir da solucdo padrao de GLIB. (HUANG
etal., 2018)

. quantidade total de GLIB encapsulada ~
0 —
Drug loadmg (/0) = quantidade total de x 100 (equa(;ao

3)

__quantidade total de GLIB —quantidade de GLIB
- quantidade total de GLIB

x 100

Eficiéncia de encpsulamento (%)

(equacéo 4)
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3.4 VIABILIDADE CELULAR (WST-1)

O ensaio de citotoxicidade in vitro das NP foi avaliado usando fibroblastos BALB/3T3
(CCL-163, ATCC). A linhagem celular foi cultivada em meio DMEM- Dulbecco modification
of Minimum Essential Media (89%) suplementado com SFB- soro fetal bovino (10%) e
antibidticos (penicilina 10.000UI/mL, estreptomicina 10.000ug/mL, 1%). As células foram
semeadas em placas de 24 pocos com 0,5 ml de meio de cultura (20.000 células / pogo) e
cultivadas por 24h (37°C, 95% de UR, 5% de CO3) para obter confluéncia. Apos 24h, as NP
foram colocadas em contato com as células e incubada por 24h (37°C, 95% RH, 5% CO,). O

controle positivo utilizado foram células sem NP. Os testes foram realizados em triplicata.

Para realizar o ensaio, o pé foi autoclavado por 20 minutos a 121°C. Os tubos contendo
as amostras foram fechados com encapsulador para garantir sua integridade durante a

esterilizacdo.

Devido a nédo solubilizacdo do p6é no meio suplementado com DMEM e PBS, o
protocolo WST- 1 foi realizado com as amostras em TransferWell (pogos com perfuracdo que
permitem o contato continuo das amostras de suspensdo com as células), a concentracgéo final

das amostras foi de 100pg/mL.

Apbs 24h de incubacdo, os TransferWell foram removidos dos pogos. Cada pogo foi
lavado com 500ul de DMEM (sem suplementos). A placa foi agitada brevemente e incubada
por 2h (37°C, 95% RH, 5% CO.), depois a placa foi lida com absorvancia medida a 450nm
(Leitor de Microplacas UV Bio-Rad Modelo 205, EUA). A viabilidade celular foi calculada

como:

AbSexp

viabilidade celular (%) = * 100 (equacéo 5)

ADS controle negativo

3.5 ESTUDOS DE CO-LIBERACAO IN VITRO PARA GLIB E ZN?*

Para estudos de liberacéo in vitro da GLIB, pesou-se quantidade de S3 e S6 equivalente
a bmg de GLIB (dose terapéutica). O teste foi realizado em dissolutor, em triplicata, em
condig&o sink a 37+0,5°C utilizando o aparato de dissolucéo Il a 75 rpm e 300 mL de meio. Os
meios de liberacdo foram tampdo fosfato pH 7,4 para simular o pH intestinal e acido cloridrico

a pH 1,2 para simular o meio acido, sem adicdo de surfactantes. Aliquotas de 1mL foram
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retiradas do meio de liberagdo e as amostras foram filtradas em unidade filtrante de 0,45um. A

osmolalidade dos meios foi medida usando um osmémetro microprocessador PZL-1000.

A quantidade de GLIB liberada foi quantificada usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia com uma coluna C-8 (4,6 x 250 mm?, Sum, Discovery). Utilizou-se a fase movel em
solucdo de acido fosforico a 0,05% de metanol (80:20, v/v) e a taxa de fluxo foi de 1ml/min. O
comprimento de onda do detector UV foi de 254 nm. (GUAN et al., 2014). Os resultados foram
expressos como média = DP (n =3) com r? = 0,999. Os calculos cinéticos foram realizados
usando o software Microsoft Excel® 2007 e o suplemento DDSolver® (ZHANG et al., 2010).

Para estudos de liberagdo in vitro de Zn, as NP S3 e S6 foram preparadas e submetidas
as mesmas condicdes do ensaio de dissolucdo para mimetizar também as condicdes fisioldgicas
no trato gastrointestinal. As aliquotas foram analisadas em triplicata por espectrofotometria de
absorcéo atdmica (AAS) e as concentragdes foram obtidas por comparagéo com a curva padréo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes de difracdo de raios X (figura 21) mostram a mudanga no espagamento

interlamelar para S1 (d = 7,771A) em relagéo aos outros HDL.
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Figura 21- DRX de NP e GLIB. S1 (ZnAl), S3 (ZnAl-DSS-GLIB), S4 (ZnAl revestido), S5
(ZnAlI-DSS revestido), S6 (ZnAl-DSS-GLIB revestido).
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As NP revestidas possuem 0s picos caracteristicos de HDL mostrados por S1, S2 e S3;
a manutencdo desses picos indica que o revestimento preserva a estrutura das nanoparticulas,
porém a intensidade de cristalizacdo das NP S4, S5 e S6 foi reduzida devido ao revestimento
com ED. Essa redugdo na intensidade era esperada, como ja relatado na literatura, para o
revestimento de outros sistemas nanoestruturados (FRANCO, DE MARCO, 2020; EBADI et
al., 2019; YUDAYV, MISHRA, MISHRA, 2012).

Também é possivel observar a presenca de picos correspondentes a GLIB em S3 e S6
(11,89, 16,4°, 19°) indicando a presenca de GLIB na superficie do NP e corroborados pelos
dados de potencial zeta e dissolucdo (SULEIMAN, NAJIB, 1989)
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O aumento do espaco interlamelar em S2 (d = 12,7A) em comparagio com S1 mostra
intercalagdo com DSS, e 0 aumento do espaco interlamelar em S3 em comparagdo com S2
mostra intercalacdo do DSS e GLIB (d = 14,03A). Em estudos anteriores, a NP HDL ndo
modificado contendo GLIB ndo mostrou capacidade intercalante de GLIB, que é um farmaco
hidrofébico e volumoso, apenas adsorcao nas lamelas de HDL (LEAO et al., 2019b, FENGZHU
etal., 2015, LEE, CHOI, KIM , 2010), no entanto, observa-se aqui que a organofilizagéo de S3

permitiu a intercalacdo de GLIB através da adsolubilizacdo com DSS.

S6 apresentou distancia interplanar semelhante a S3 (d = 13,6A), indicando também que
o ED permaneceu na superficie que cobria as NP. No entanto, S5 mostrou d = 26,42A enquanto
S2 mostrou d = 12.7 A indicando a entrada do ED nos dominios interplanares e formando um
nanocomposito intercalado (Ding et al., 2008). A analise dos perfis difratométricos de S3, S5
e S6 revelou que a presenca de GLIB intercalada em S5 impedia a entrada de ED, ao contrério
de S6, em que a presenca de DSS e a auséncia de GLIB facilitou a entrada de cadeias de ED.

A analise térmica das NP (Figura 22) mostrou um primeiro evento térmico da
temperatura ambiente até 120°C correspondente a remocao da agua adsorvida e da agua de
hidratagdo. ApoOs o processo de desidratacdo, os eventos térmicos ocorridos a 200°C e 370°C
corresponderam a perda de hidroxilas lamelares que normalmente ocorre em dois estagios,
como relatado por Kameda et. al. (2010).

Figura 22-Dados térmicos para S1-S6, GLIB, DDS e Eudragit L100® sob atmosfera de N2. S1 (ZnAl), S2

(ZnAL-DDS), S3 (ZnAl-DSS-GLIB), S4 (ZnAl revestido), S5 (ZnAl-DSS revestido) e S6 (ZnAl-DSS-GLIB
revestido).
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As perdas de massa finais entre 500°C e 600°C para todos 0os HDL corresponderam ao
ultimo estagio de degradacgéo do cloreto intercalado e hidroxilas das lamelas levando ao colapso
total da estrutura lamelar e formacao de 6xidos mistos, como espinélio (MgAIl.04) e 0xido de
magnésio (MgO) (CONSTANTINO, 1995). Para os HDL sintetizados com GLIB (S3, S6), as
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perdas de massa entre 500°C e 600°C também foram relacionadas & decomposicao da GLIB. A

tabela 18 resume as perdas de massa de acordo com o tempo para todos os sistemas.

A fusdo da GLIB foi observada por DSC a 172-173°C, ap0s a fuséo a linha de base ndo
retornou ao platd inicial, mas eventos exotérmicos com perda de massa ocorreram
posteriormente, evidenciando sua decomposi¢cdo em Tonset de 190°C e eventos exotérmicos com
picos no dTG a 350°C e 600°C. (RODRIGUEZ et al., 2004; BRITISH, 1980).

Tabela 18-Descri¢do dos eventos termogravimétricos das NP e Eudragit L100®.

NP Tonset 0.05 Tonset 0.1 Tonset 0.15 Residuo %
Eudragit L100® 151 173.3 204 1.91

Sl 110 181 248 73

S4 119 225 263 41

S2 116 184 245 68

S5 97 182 201 23

S3 163 180.3 195 30

S6 165 191 209 21

Nota: Toos € a temperatura na qual ocorre uma perda de 5% da massa inicial (temperatura de inicio). To1 € a
temperatura na qual ocorre a perda de 10% da massa inicial e To.1sé a temperatura na qual ocorre a perda de 15%
da massa inicial. S1 (ZnAl), S2 (ZnAL-DSS), S3 (ZnAl-DSS-GLIB), S4 (ZnAl revestido), S5 (ZnAl-DSS
revestido), S6 (ZnAl-DSS-GLIB revestido).

As NP revestidas S4 e S6 apresentaram um atraso no Tonset 0,05 comparado aos sistemas
ndo revestidos S1 e S3, respectivamente, indicando que o revestimento com ED atrasou a perda
de agua adsorvida na superficie das NP.

Esperava-se que a NP S5 apresentasse estabilidade térmica em comparagdo com outras
NP HDL, pois € um nanocompoésito, no entanto, os dados de TGA/DTG mostraram
decomposigéo precoce de S5 (Tonset 0,05% 97°C) em relagdo aos demais HDL indicando a

presenca de dominios esfoliados no S5 que expdem o DSS e ED

Esses dados foram corroborados pela comparagdo entre S2 e S5, pois ambos possuem
DSS, S2 apresentou valores de perda de massa mais baixos para Tonset 5%, Tonset 10% €
Tonsetl5% que S5 porque o DDS esta intercalado no HDL, apresentando assim maior
estabilidade térmica do que S5 devido a protecdo dos dominios interlamelares. Além disso, 0s
valores de perda de massa da NP S2 foram muito proximos dos valores de S1 corroborando
para intercalacdo. Todos os dados da anéalise termica corroboraram os dados apresentados no
DRX para adsolubilizagdo da GLIB em S3 e S6, intercalacdo de DSS em S2 e obtenc¢do de um

composito esfoliado/intercalado em S5 (figura 23).
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O ED tem menor percentual de perda de massa devido a sua natureza orgénica (1,91%),
para 0s outros sistemas, a quantidade de residuos diminuiram com o aumento da quantidade de
compostos organicos, S1 (73%) e S4 (41%), S2 (68%) e S5 (23%), S3 (30%) e S6 (21%).

Figura 23- Representacdo da organizacdo do HDL, S1, S3, S4, S5 e S6. S1 (ZnAl), S2 (ZnAL-DDS),
S3 (ZnAIl-DSS-GLIB), S4 (ZnAl revestido), S5 (ZnAl-DSS revestido), S6 (ZnAl-DSS-GLIB

revestido).

Os dados para ( e o tamanho hidrodinamico das NP HDL s&o mostrados na tabela 18.
O tamanho das NP é importante para a avaliacdo da citotoxicidade, perfil de liberacdo de
farmacos e estabilidade coloidal do sistema (ZHANG, ZHENG, LI, 2014; WHANG et al., 2012;
CHI, OH, CHOY, 2008). O tamanho pode ser controlado por fatores envolvidos na sintese de
HDL, como temperatura, tipo de base e anion interlamelar, como esses fatores afetam a
supersaturacéo, a precipitacao, a nucleacao e a orientacdo do crescimento cristalino (LEO et al.,
2019a; ROJAS et al., 2015; ZHANG et. al., 2014; XU et al., 2006; OH, HWANG, CHOQY,
2002; CONSTATINO et al., 1998; RANDOLPH, LARSON, 1988). O anion entre os dominios
dos intercalares € um fator importante para o empilhamento das camadas e tamanho das
particulas de HDL; S1 foi maior que S2 devido a influéncia do DSS que induziu a redugéo do
tamanho da NP HDL, orientando o crescimento de cristais durante a etapa de sintese (tabela
19) (ROJAS, GIACOMELLLI, 2015; Li et al, 2011; CONSTANTINO et al., 1998). Além disso,
0 DSS contribuiu para a estabilidade de S2 gerando repulséo eletrostatica e estérica entre as NP
(ROJAS, GIACOMELLLI, 2015; L1 et al, 2011).
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Os dados do potencial zeta indicaram a estabilidade das NP S3 e S6 e auséncia de
agregacéo, de acordo com a Sociedade Americana de Ensaios e Materiais (ASTM) suspensdes
coloidais com potencial zeta positivo ou negativo entre 30 e 40 mV indicam estabilidade
moderada, enquanto valores absolutos acima de 40mV estdo associados a altas estabilidade
(Krishnamoorthy et al., 2013). A estabilidade também foi confirmada pelo tamanho
hidrodinamico das NP entre 250 e 700 nm, menor que o relatado para HDL agrupados (10um)
(Rojas,Giacominelli, 2015; Dong et al., 2015; Dong et al., 2014; Ambrogi et al., 2008; Oh et
al., 2002; Xu et al., 2006). A presenca de DSS mudou o { de S2 para valores negativos,
indicando que, além de aumentar o espaco interlamelar da NP o DSS excedeu a capacidade de
intercalacdo do HDL e também interagiu eletrostaticamente com a superficie externa
modulando a carga e a hidrofobicidade dos HDL (ROJAS et al., 2014; CHEN et al., 2013,
ROJAS et al., 2011; XU et al., 2008; ROJAS et al., 2004).

Tabela 19-Tamanho, PDI e tamanho hidrodinamico de NP S1 (ZnAl), S2 (ZnAL-DSS), S3
(ZnAl-DSS-GLIB).

amostras | tamanho(nm) | PDI | zeta() | amostras | tamanho(nm) | PDI | zeta({)
S1 688.8 0.311 | +14 Se 641.4 0.693 | -37

S 251.6 0.529 | -139 | GLIB - - -21.2
Ss 469 0.417 | -35.5 | DSS - - -29.2

Os valores para S3 ({ =-35,5) em comparacdo a S2 ({ =-13,9) indicaram a presenca de
GLIB também associada a superficie do HDL resultando em uma soma de cargas negativas na
superficie da NP. Assim, a funcionalizacdo do HDL foi revelada como uma abordagem
apropriada para produzir NP com maior estabilidade coloidal e funcionalidade aprimorada
(ROJAS, GIACOMELLLI, 2015; LI et al, 2011). A carga de GLIB foi de 400 pg.mg (40% +
5%) com EE% de 87% = 5%.

Isotermas obtidas pelo método B.E.T. (figura 24a) foram do tipo 1V e a histerese do
tipo H3 segundo a classificacdo IUPAC caracteristica para estruturas mesoporosas (tamanho de
poro entre 20-500A). Os dados de distribuicio do tamanho dos poros (figura 24b) foram
corroborados com dados das isotermas. Além disso, observamos uma reducdo na area
superficial (Sget) e volume de poros de todas as NP comparadas a S1 comprovando a interagdo
das lamelas com DSS em S2, DSS, GLIB em S3 e a organizacao estrutural apresentada no
DRX.



114

Figura 24-Caracterizagdo da superficie de NP em (a) isotermas de adsor¢do-dessorcdo de N2
para NP por B.E.T. e (b) distribui¢do da area dos poros por B.J.H. S1 (ZnAl), S2 (ZnAL-
DSS), S3 (ZnAl-DSS-GLIB).
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Nos espectros de infravermelho (figura 25) de S1, a presencga da banda entre 3.000 e
3.600 cm™ corresponde as hidroxilas das lamelas e & agua de hidratagdo. Em 700-800 cm™
apareceram bandas tipicas de HDL-CI, referentes a ligacdes de cloreto, conforme relatado por
Kloprogge (2005).
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Figura 25-Espectros de infravermelho para S1 (ZnAl), S2 (ZnAL-DSS), S3 (ZnAl-DSS-
GLIB), S4 (ZnAl revestido), S5 (ZnAl- DSS revestido), S6 (ZnAl-DSS-GLIB revestido),
GLIB (glibenclamida) e ED (Eudragit L100®).
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A banda de absorgéo proxima a regido de 1.630 cm™ pode ser atribuida & deformagéo
angular das moléculas de agua. (Kim et al., 2014) As bandas referentes ao perfil aniénico do
DSS no HDL foram caracterizadas (S2, S3, S6) em 2.924 e 2.852 cm™. Foram observados 0s
trechos antissimétricos e simétricos -CH,-, trecho antissimétrico de -CHs a 2.955 cm™ e
simétrico em 2.849cm™. A 1.077 cm foi observada a vibragdo de -SO, com flex&o fora do
plano. Essas bandas relacionadas ao DSS provam que o HDL sintetizado foi modificado.

(VIANA, SILVA, PIMENTEL, 2012; LEE, CHOI, KIM, 2010)

Para S3 a banda entre 3.000 cm™ e 3.600 cm™ correspondente as hidroxilas das lamelas
e a agua de hidratacdo se sobrepdem parcialmente as bandas correspondentes a -NH de uréia e
-NH da amida da GLIB a 3.366 cm™ e 3.318 cm™, respectivamente. Os deslocamentos em 1.619

cm? e 1.714 cm™ correspondem aos grupos C=0 da uréia e amida da GLIB em a banda em
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1.529 cm™ correspondente a flexdo da uréia, conforme relatado por Mudgal & Pacholi (2012).
O grupo éter apresentou fortes bandas de absorgdo em 1.240 cm™ e 1.015 cm™ correspondendo
aos valores encontrados na literatura para a GLIB. (ABDEL, WAHAB, 1966) Os sinais 2.924
e 2.852cm™ correspondem aos estiramentos antissimétrico e simétrico de -CH- da GLIB e
DSS. (SPERLINE, SONG, FREISER, 1997)

A Figura 25 mostra as principais bandas do ED, o estiramento da carbonila em 1.723
cm? e da ligagdo C-O a 1.143 cm™. A presenca de -CHz e -CHj3 foi evidenciado pelos
dobramentos em 1.439 cm™ e 1.483 cm™, respectivamente, e estiramento em 2.949 cm™. (LI et
al., 2004) Para os sistemas revestidos foi observada a presenca da carbonila do grupo éster do
ED em 1.715 cm™ para S4, 1.701 cm™ para S5 e 1.716 cm™ para S6 revestido. Além disso,
foram observados os sinais de 1.161 cm™ correspondentes ao vC-O do éster no revestimento do
S4.

Para o teste de dissolucdo in vitro, observa-se que em meio acido (pH 1,2/146
mOsmol.Kg-1) ocorre a desestruturacdo do HDL. Os cations H* presentes no meio protonam
as hidroxilas dos HDL gerando polarizacao e enfraquecimento das ligacGes metélicas (esquema
representativo 1). Essas ligacGes sdo enfraquecidas até romperem-se provocando a ruptura das
camadas dos HDL com a dissolucdo de suas unidades octaédricas e a liberacdo de cations,
anions e GLIB intercalada. (SONGKHUM et al., 2018; IMRAN et al., 2016; FURRER,
STUMM, 1986)

MOH + H* >MOH." (esquema representativo 1)
2MOH;* =2M* + 2H,0
drug-Zn-Al-HDL + H*— Zn?* + APP* + GLIB + H.0

Assim, era esperado que a quantidade de GLIB liberada a partir das NP S3 fosse proxima
a 100% em meio acido. No entanto, a solubilidade da GLIB depende do pH e o trato
gastrointestinal afeta sua dissolu¢do; em meio simulado gastrico sua solubilidade é baixa porque
é um acido fraco (pKa 5,3 £ 0,1), portanto a GLIB foi liberada de S3 mas pouco solubilizada.
A fracdo solubilizada de GLIB estava abaixo da capacidade de deteccdo do HPLC
impossibilitando sua quantificacdo. Assim, para avaliar a eficacia do revestimento ED, os dados
de liberagéo de zinco foram usados para provar a progressdo do intemperismo da NP e da
gastroprotecdo em S6 (KHAN et al., 2018; LUCIO et al., 2017; GUAN, 2014; ROJAS et al.,
2014; KASIM et al., 2004; TAKLA, 1981; HADJU et al., 1969).
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Observou-se que o revestimento com ED reduziu a quantidade de ions de zinco

liberados (tabela 20), isso ocorre porque polimeros acrilicos, como ED, possuem aglomerados

de &cido carboxilico que permanecem intactos em meio &cido, permitindo a gastroprotecao de

S6 que liberou uma quantidade muito menor de zinco (2,96 ppm) em comparacao a quantidade
liberada por S3 (20,23ppm) (SHAFIGHA, HAMIDPOURA, FURRERB, 2019; KHAN et al.,

2018; ROJAS et al., 2011; ARINAITWE et al.

2001; FURRER, STUMM, 1986).

, 2009; ROJAS et al., 2004; KURENKOV et al.,

Tabela 20-Determinagdo de zinco no meio gastrico simulado (pH 1,2) por absorcéo atdbmica
com chama para S3 (ZnAl-SDS-GLIB) e S6 (ZnAl-SDS-GLIB revestido).

tempo(min) S6 S3
(ppm% = 0.002) (ppm% = 0.002)
5 1.04 7.98
10 1.64 8.73
15 1.78 13.56
60 2.76 18.37
120 2.96 20.23

No ambiente intestinal, as NP HDL foram mais estaveis porque a estrutura lamelar é

mantida em pH acima de 7 e pode atuar modulando a liberacdo do farmaco. Os perfis de
liberacdo de S3 e S6 séo apresentados na figura 26.

Figura 26- Liberacdo da GLIB de S3 (ZnAl-DSS-GLIB) e S6 (ZnAl-DSS-GLIB revestido) no
meio simulado intestinal (pH 7,4).
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A GLIB mostrou um maximo de 20% de dissolucdo, enquanto NP S3 e S6 tiveram uma
maior taxa de dissolucdo (Figura 26), indicando que NP HDL s&o promissores para 0
desenvolvimento de drug delivery para farmacos com baixa solubilidade. (LEAO et al., 2019b;
CAPSONI et al., 2018; AMBROGI et al., 2003)

A liberacdo da GLIB das NP comecou nos primeiros minutos (Figura 26), essa fase
inicial pode ser atribuida as moléculas adsorvidas fora da estrutura lamelar que estdo
interagindo fracamente com as cadeias hidrofobicas do DSS e as camadas positivas da lamela
conforme observado nos dados do potencial zeta (Ha, Xantos, 2011; Rojas et al., 2011,2004;
Xu et al., 2008).

Posteriormente, houve uma liberacéo lenta e sustentada de GLIB que ocorreu através da
troca entre os anions OH-, HPO4, HPOs? presentes no meio simulado intestinal e GLIB
intercalada em S3 e S6 através do mecanismo de troca idnica. Os ions fosfato sdo capazes de
trocar anions intercalados em HDL devido a sua alta afinidade pelas lamelas; esse processo
ocorre lentamente, durante a primeira hora S3 libera 33% da GLIB, apds 8h libera 64,5% e
atinge 88,16% apds 24 horas. Para S6 40% da GLIB foi liberada durante a primeira hora, 54%
apos 8h e 73% apos 24h (ROJAS et al., 2012, PERIOLI et al., 2011, BASHI et al., 2010,
HUSSIN et al., 2009, AMBROGI et al., 2008, YANG et al., 2007, AMBROGI et al., 2002 ).

A liberacdo sequencial e gradual da GLIB pode ser favoravel ao tratamento do diabetes
mellitus tipo I, pois o estagio de liberacdo rapida permite a administracdo do medicamento em
um curto periodo, enquanto o passo lento permite a manutencdo da dose por um longo periodo
reduzindo o nimero de doses administradas ao paciente (GU et al., 2012, GUNAWAN, XU,
2008).

A porcentagem de GLIB liberada néo atingiu 100% em nenhum dos sistemas devido as
caracteristicas da troca ibnica, em que os anions das lamelas internas ndo podem ser
completamente trocados em 24 horas. (NEJATI, REZVANI, 2012; XIA et al., 2008, RIVES,
2013, FOGG, DUNN, O'HARE, 1998)

Observa-se também uma diferenciacdo nos porcentuais de GLIB liberados pelas NP
revestidas e ndo revestido com ED. Em pH> 6 ocorre a solubilizagdo do ED, portanto, em meio
intestinal (pH 7,4/ 103mOsmol.Kg™) o revestimento S6 é perdido e a GLIB intercalada pode
ser trocada ionicamente pelos ions fosfato do meio. No entanto, a solubilizacdo de ED é

acompanhada pela dissociagéo de -COOH em COO-, a presenca dessa carga pode favorecer a
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interacdo entre moléculas ED e lamelas positivas das NP HDL. A presenca de ED ionizado
pode formar um microambiente negativo em torno das NP e inibir a saida por difusdo da GLIB,
resultando em uma pequena diferenca entre as porcentagens de liberacdo de S6 (54% em 8h /
73% em 24h) e S3 (64,5% em 8h /88,16% em 24h). (SHAFIGHA, HAMIDPOURA,
FURRERB, 2019; KHAN et al., 2018; ARINAITWE et al., 2009; AMBROGI et al., 2008;
KURENKOQV et al., 2001; FURRER, STUMM, 1986)

A cinética de liberacdo foi avaliada usando as equacdes de Higuchi, Bhaskar, primeira

ordem, ordem zero, Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin, e sdo apresentados na tabela 21.

Tabela 21- Modelos e equaces cinéticos aplicados a liberacdo de GLIB das NP.

Modelo cinético Equacéo R?S3 | R*S6
Zero order Q = Qo-kot 1 1
Higuchi M/M., = kt®5 0,9833 | 0,9905
Hixson-Crowell (1-MdM,,)¥=1-kt | 0,9698 | 0,9912
Bhaskar Lg(1-M¢/M..)=-kgt*® | 0,9429 | 0,8623
Korsmeyer- MM, = kt" 0,8965 | 0,8696
Peppas

First order In Q:= -kt +In Qo 0,7424 | 0,7293
Peppas-Sahlin My M., = kqt™+ kot?™ 0,754 | 0,5065

A cinética de liberacdo da GLIB pode ser explicada globalmente através de modelos de
difusdo-dissolucédo. Os bons valores para o0 modelo Higuchi indicam que ele ajusta- se bem aos
dados de liberacdo, demonstrando a significancia do processo de difusdo da matriz no controle
da taxa de liberacdo da GLIB. (KHAN et al., 2018; AMBROGI et al., 2008) A troca i6nica é
um processo influenciado pela difusdo, que ocorre inicialmente no exterior do HDL e,
posteriormente, no dominio intercalar, tornando o processo lento. (ROJAS et al., 2014; ROJAS
etal., 2012; BERBER et al., 2010; ATWOOD et al., 1996) Isso pode ser descrito pelo esquema

representativo 2:
2LDH-D(s) + HPO4* (aq) «» LDH2-HPOa4(s) + 2D— (aq) (esquema representativo 2)

Buscando um modelo mais proximo das matrizes argilominerais, 0 modelo de Bhaskar
foi desenvolvido para descrever a difusdo de moléculas a partir de matrizes inorganicas
insolUveis e, portanto, mais adequada ao processo de troca i6nica. (Bhaskar et al., 1986) Esta
equacdo procura avaliar se a difusdo através da particula (intraparticula) é a etapa limitante da
liberacdo e estd sujeita a um controle estrito da matriz. (PERIOLI et al., 2011;
NGAWHIRUNPAT et al., 2010; ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2006; BHASKAR et al.,
1986) O modelo de Baskhar apresentou um bom ajuste para a liberagcdo da GLIB, no entanto,
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apresentou um valor de correlagdo menor que o modelo de ordem zero. Estes resultados
mostram a importancia da matriz no controle cinético da liberagdo, mas provam que a

dissolucdo da GLIB é mais importante.

No modelo de ordem zero, a matriz ndo desagrega e libera lentamente o farmaco,
descreve a liberacdo de fArmacos com baixa solubilidade e Ko constante, sendo considerado o
método ideal para obter acdo farmacoldgica prolongada. (COSTA, LOBO, 2001; VARELAS,
DIXON, STEINER, 1995) Quando ocorre a troca de ions, os anions GLIB se difundem atraves
das camadas de HDL (intraparticula) e da solucdo ao redor das NP HDL no meio. No entanto,
a baixa solubilidade da GLIB atua como um passo limitante para sua difusdo, tornando o

modelo de ordem zero o mais adequado para explicar sua cinética de liberagéo.

A falta de ajuste adequado para 0 modelo de primeira ordem confirma que a liberagéo
da GLIB ndo depende de sua concentra¢do na matriz e sua difusdo nédo é passiva. (ZHANG et
al., 2014; PERIOL I et al., 2011)

Assim, os dados experimentais foram ajustados adequadamente para 0 modelo de ordem
zero, mostrando a maior influéncia da solubilidade da GLIB em comparacdo com o controle da
matriz e da difusdo, sugerindo que para farmacos de baixa solubilidade (SCB Il e IV) a taxa de
dissolucdo do farmaco possui uma influéncia maior na cinética de liberagdo do que a taxa de
troca ionica do HDL. (ROJAS et al.,, 2014; ROJAS et al.,, 2012; PERIOLI et al., 2011;
AMBROGI et al., 2002)

Nos ensaios de citotoxicidade, as NP foram considerados ndo toxicos para fibroblastos
na concentragdo de 100ug/mL demonstrando a biocompatibilidade de todos os HDL

sintetizados. (figura 27).
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Figura 27- Viabilidade celular de NP em fibroblastos BALB / 3T3 (CCL-163, ATCC). S1
(ZnAl), S2 (ZnAL-DSS), S3 (ZnAl-DSS-GLIB), S4 (ZnAl revestido), S5 (ZnAl-SDS
revestido), S6 (ZnAl-DSS-GLIB revestido), GLIB (glibenclamida) e C + corresponde ao
controle positivo.
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A tabela 22 contém os resultados da estabilidade coloidal das NP realizada durante 6

meses, comprovando a manutencao da sua estabilidade durante este periodo.

Tabela 22- Estabilidade coloidal das nanoparticulas de hidroxidos duplos lamelares (HDL)
organomodificados carreando glibenclamida (S6).

Tempo (meses) | Tamanho Médio indice de Potencial zeta (mV)
(nm) Polidisperséo (pdl)
0 641 +10,0 0,693 £ 0,021 -37 £ 0,48
3 639 + 8,3 0,695 + 0,009 -36,8 + 0,95
6 635+ 10,8 0,696 + 0,010 -36,3 £ 0,14

5.CONSIDERACOES FINAIS

e NP biocompativeis de HDL Zn,Al organomodificados podem ser obtidas por sintese
one-pot pelo método de coprecipitacdo tornando o método mais simples e mais barato

em comparagdo com 0s metodos em multiplas etapas.

e Os dados de DRX mostraram adsolubilizacdo da GLIB em S3 e S6 devido ao aumento
do espago interlamelar e a hidrofobizagdo promovida pelo DSS, além disso os dados de
DRX juntamente com os dados de TGA/DTG e DSC corroboraram para o revestimento

das NP S4 e S6 por ED e obtencdo de nanocompaésitos esfoliados/intercalados para S5;
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e Organofilizacdo de HDL e intercalagdo de GLIB reduziram a area de superficie (SBET
23,58 m2 / g) e tamanho de NP (469 nm). Além disso, a mudanca no potencial zeta em
relagdo ao HDL primitivo (Seer 41,34 m%g, 688,8nm e +14¢) indicando que a
funcionalizagcdo parece uma abordagem apropriada para produzir NP com maior

estabilidade coloidal e funcionalidade aprimorada;

e Os dados de liberacdo de zinco da matriz HDL (2,96% + 0,002 ppm) mostraram a
eficacia do revestimento em meio acido (pH 1,2) e os dados de liberacdo do GLIB
mostraram cinética de liberagdo de ordem zero com liberacdo no meio intestinal

simulado;

e Todos as NP foram consideradas biocompativeis no ensaio WST-1 em cepas de
fibroblastos BALB 3T3, tornando essas NP promissoras terapeuticamente para a

liberacdo prolongada da GLIB.

55 ARTIGO V: NANOTOXICIDADE E EFICACIA DAS NANOPARTICULAS
ORGANOMODIFICADAS DE GLIBENCLAMIDA E HIDROXIDOS DUPLOS
LAMELARES EM MODELO ANIMAL DIABETICO

1 REFERENCIAL TEORICO

A avaliacdo da seguranca dos nanomateriais requer uma abordagem multidisciplinar
envolvendo os aspectos quimicos, fisicos e biotecnolégicos. As nanoparticulas (NP)
apresentam padrdes de toxicidade distintos em comparacdo aos sistemas micro e
macroparticulados, pois a reducdo do tamanho gera 0 aumento significativo da area superficial
e origina interacfes complexas em ambientes fisiologicos (KUMARI, LUQMAN, MEENAN,
2020).

Devido a capacidade de penetracdo e translocacdo celular, as NP podem ocasionar
citotoxicidade em decorréncia do estresse oxidativo e/ou lesdo em organelas, aléem dos efeitos
da tensdo interfacial, cargas eletrostaticas, for¢as de van der Waals e interagdo estérica ao
ligarem-se a componentes celulares e causarem a morte celular. Desta forma, avaliar a
nanotoxicidade é uma etapa essencial para o desenvolvimento de um novo Drug Delivery
nanoestruturado para comprovar a sua viabilidade e contribuir com as futuras avaliagdes de
seguranga e risco do novo medicamento em desenvolvimento (ERKEKOGLU, KOCER-
GUMUSEL, 2018; BUZEA, PACHECO, ROBBIE, 2007).
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Comparado ao grande nimero de estudos de biosseguranga in vitro dos HDL, a
avaliacdo minuciosa da sua biosseguranca in vivo permanece pouco explorada e necessita de
grandes esforcos, o primeiro estudo que forneceu informacgdes toxicoldgicas in vivo de
nanoparticulas de HDL foi relatado pelo grupo Choy em 2004 (KWAK et al., 2004) e pesquisas
mais recentes mostram que HDL com tamanho de particula de 100 nm injetados por via
intravenosa em ratos ndo apresentaram nenhum efeito no peso corporal nas doses de até 200
mg.kg™* (CAO et al., 2019).

Estudos toxicoldgicos realizados em ratos de laboratdrio apresentam boa correlacao e
valor de predicdo para a espécie humana. Dentre os modelos diabéticos que podem ser
utilizados para a avaliagdo da nanotoxicidade, os modelos com estreptozotocina sao
amplamente utilizados para induzir de forma reprodutivel o DM através da morte das células 3
(SZKUDELSKI, 2001). Em doses elevadas, a STZ prejudica gravemente a secrecao de insulina,
imitando o tipo 1, enquanto em baixas doses induz uma destrui¢@o gradual das células B com
leve comprometimento da secrecao de insulina, semelhante ao diabetes tipo 11 (MURKHERJEE
et al., 2020; SRINIVASAN, 2005; REED et al, 2000). Embora as doses de STZ possam variar
muito entre sexo, doses de STZ > 65mg/kg séo consideradas doses elevadas, 40-55 mg/kg séo
moderadas e <35 mg / kg s&o doses baixas (GHASEMI et al., 2014).

Desta forma, a avaliacdo da eficacia e nanotoxicidade das NP da GLIB e HDL foi
realizada através do tratamento (30 dias) de ratos Wistar induzidos ao diabetes com STZ. Os
parametros clinicos como polidipsia, polifagia, massa corporal e glicemia foram monitorados
ao longo de todo o tratamento e 0s parametros bioquimicos, hematoldgicos e histologicos foram
avaliados ao fim do tratamento.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a nanotoxicidade das nanoparticulas de hidroxidos duplos lamelares
organomodificados e glibenclamida durante o tratamento de ratos wistar diabéticos por 30 dias

através do monitoramento dos parametros clinicos, bioquimicos e histolégicos.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Induzir diabetes mellitus através da administracdo de estreptozotocina em ratos wistar
machos;

e Realizar o tratamento dos ratos diabéticos durante 30 dias através da administracéo de
nanoparticulas gastrorresistentes de hidréxidos duplos lamelares organomodificados
carreando glibenclamida e comparar frente aos animais tratados com glibenclamida,
hidroxidos duplos lamelares, animais normoglicémicos e diabéticos ndo tratados;

e Monitorar os parametros clinicos: glicemia, massa corporal, consumo de racdo e dgua
ao longo de todo o tratamento;

e Realizar a avaliacdo dos parametros bioquimicos, hematoldgicos, histologicos e

determinacdo da massa dos 6rgdos (figado, rins e pancreas) ao fim do tratamento.

3. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos machos Rattus norvegicus da linhagem Wistar (2-3 meses de
idade) provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal de Pernambuco/UFPE. Os animais receberam agua e dieta (Presence®) ad libitum e
foram mantidos sob condic¢des controladas de iluminacéo (ciclo 12 h claro/escuro), exaustao de
ar, temperatura (22 + 2° C) e umidade. Todos os protocolos experimentais foram submetidos ao
Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da UFPE e estavam de acordo com o guia
para estudos de toxicidade cronica da OECD (test. n.452 OECD, 2018).

Inducédo do Diabetes Mellitus
A glicemia de todos os animais foi aferida antes da administracdo de STZ utilizando um

glicosimetro On Call Plus® (Acon Biotech Co., Ltda). O DM foi induzido em ratos Wistar pela
administracdo de injecdo Unica de estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) dissolvida em tampao
citrato 0,2mol/L (pH 4,5) por via intraperitoneal. O preparo da solugdo de STZ foi realizado
minutos antes da administracdo em ambiente com luz infravermelho e protegida com papel
aluminio devido sua fotoinstabilidade (FURMAN, 2015; GHASEMI et al., 2014).

Os animais foram submetidos ao jejum de 12h com livre acesso a agua e divididos em

cinco grupos (n=6). Apos trés dias da indugdo, os animais com glicemia de jejum superior a
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200 mg/dL e mostrando sinais de polidria e polidipsia foram considerados diabéticos e incluidos
no estudo. A glicemia de jejum foi a utilizada por ser menos variavel que a glicemia sem jejum
(GHEIBI et al., 2017).

Tratamento
Apos a confirmacdo do diabetes, os animais foram distribuidos randomicamente em

cinco grupos (n = 6):

Grupo | — Animais normoglicémicos;

Grupo |1 - Diabético nédo tratado (Controle diabético);

Grupo 11 - Diabético tratado por via oral com nanoparticulas revestidas de hidréxidos duplos
lamelares e glibenclamida (NP S6 ou NP HDL-GLIB);

Grupo IV - Diabético tratado por via oral com nanoparticulas revestidas de hidroxidos duplos
lamelares sem glibenclamida (HDL ou NP S4);

Grupo V - Diabético tratado por via oral com GLIB.

Para o teste de controle glicémico para as 12h iniciais, a GLIB e as NP foram suspensas
em agua na dose equivalente a 5 mg.kg? de GLIB administradas por via oral (gavagem)
utilizando uma sonda endogastrica, enquanto 0s animais normoglicémicos (Grupo 1) e
diabéticos ndo tratados (Grupo Il) receberam o veiculo sozinho. As administracdes foram
realizadas apds um periodo de 12h de jejum. A dose equivalente a 5 mg.kg™ de GLIB foi
utilizada por ser a menor dose utilizada na prética clinica (GONCALVES et al., 2019).

Para a determinacdo da glicemia, foram recolhidas amostras sanguineas da ponta da
cauda dos animais em intervalos pré-determinados (0,5; 1; 2; 4; 6; 12 h ap6s a administracédo

das formulaces).

Avaliacdo toxicoldgica das nanoparticulas in vivo

Os animais dos grupos II-IV receberam tratamento diario (30 dias) com suas
respectivas formulaces na dose equivalente a 5 mg.kg™ administradas por via oral (gavagem)
utilizando uma sonda endogéstrica. Os animais normoglicémicos (Grupo 1) e DNT (Grupo V)
receberam o veiculo sozinho. A massa corporal e glicemia foram registrados semanalmente e a
ingestdo de alimentos e agua foram registrados diariamente, assim como sinais clinicos de
toxicidade e mortalidade (MURKHERJEE et al., 2020).

Ao final do tratamento, os animais foram submetidos a jejum de 12h com &gua ad

libitum e em seguida anestesiados com Xxilazina (6 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg, i.p.). Apos a
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anestesia, procedeu-se a coleta de sangue por puncdo da veia cava inferior. O sangue foi
coletado em dois tubos: o tubo 1 contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), um
anticoagulante para parametros hematoldgicos e o tubo 2 sem anticoagulante, para parametros

bioquimicos.

Parametros Hematoldgicos

Os parametros hematoldgicos foram determinados no contador hematolégico ABX
Pentra XL 80 Details — HORIBA sendo determinados os parametros de eritrocitos, leucocitos,
plaquetas, hemoglobina, hematdcrito e os indices hemantimétricos: volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), amplitude de distribuicdo das hemécias (RDW - red cell distribution width) e
volume plaquetario médio (VPM). A contagem diferencial de leucdcitos (linfocitos, mondcitos
e granuldcitos) foi realizada com May-Grinwald-Giemsa, em cada caso 100 células foram

contadas.

Pardmetros Bioquimicos

Para a determinacéo bioquimica, as amostras sanguineas foram centrifugadas a 1480xg
durante 10 minutos para obtencdo do soro, o qual foi armazenado a —20°C até serem
determinados o0s seguintes parametros: glicose, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol total e triglicerideos. As dosagens foram
realizadas no METROLAB 2300 — WIENER usando sistemas comerciais de diagndstico

padronizados da Boehringer Ingelheim®.

Anaélise Histoldgica

A necropsia foi realizada em todos 0s animais para avaliar as caracteristicas externas
macroscépicas do figado, rins e pancreas. Os o6rgdos foram cuidadosamente removidos e
pesados individualmente e as massas expressas em termos absolutos e relativos (g e g/100g de
massa corporal, respectivamente).

Para o exame histologico, os orgéos foram fixados em formalina tamponada a 10% por
24 horas, seguidas de lavagem em agua e imersdo em alcool a 70% ate a realiza¢do da andlise.
Os orgdos foram impregnados e incluidos em parafina, de onde foram obtidos cortes com

espessura de 5 um. As laminas histoldgicas foram coloridas com hematoxilina-eosina (HE) e a
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andlise histoldgica das secdes do pancreas, figado e rim foi feita usando um sistema de
microscopia automética ZEN blue edition Axio zeiss®.

Analise estatistica
Os valores dos grupos foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m).

Diferengas significativas nos valores medios foram avaliadas por teste t de Student. As
diferencas entre os grupos foram verificadas através da analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Newman-Keuls. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
GraphPad Prism® 6.0. O nivel de significancia para rejeicdo da hip6tese nula foi fixado em 5%
(p<0.05).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Taxa de Sucesso da Inducgéo

A taxa de sucesso do modelo diabético refere-se a porcentagem de ratos diabéticos que
foram efetivamente induzidos ao DM. Neste experimento, utilizando-se a dose de 50 mg/kg de
STZ, foi obtido uma taxa de 80% de sucesso na indugdo. Além disso, ndo foi observada reversao

do estado diabético em nenhum animal.

Avaliacgdo dos Parametros Clinicos
A resposta glicémica das nanoparticulas foi examinada durante as primeiras 12h apds a
primeira dose do tratamento (figura 28).

Figura 28-Niveis de glicemia de ratos diabéticos recebendo NP HDL+GLIB (5mg/Kg/v.0.),
glibenclamida (5mg/Kg/v.0.), HDL ou veiculo. Os dados representam as médias * e.p.m.
(n=6/grupo). *Estatisticamente diferente do grupo controle diabético ndo tratado.
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Apesar da aparente reducdo da glicemia provocada por NP HDL+GLIB e GLIB,
estatisticamente ndo houve diferenca entre os perfis glicémicos durante as 12h através da
Analise de Variancia (ANOVA). As NP HDL+GLIB apresentaram concordancia com 0s
resultados obtidos pela liberacéo in vitro mostrada no capitulo V, a qual apresentou liberacéo
modificada em raz&o dos eventos da troca idnica entre os anions OH", HPO4", HPO3? presentes
no meio intestinal e GLIB intercalada nas NP. Na liberag&o in vitro, durante as primeiras 12h
de administracdo 50% da GLIB ainda deveria ser liberada para atingir a concentracdo
terapéutica. Estes dados foram corroborados pelos resultados in vivo apresentados na figura 28,

pois ndo foi possivel observar reducéo significativa da glicemia neste intervalo de tempo (12h).

No entanto, a reducdo continua da glicemia provocada pelas NP HDL+GLIB tornou-se
significativa ao longo das 4 semanas de tratamento como demonstrado na figura 29. Estes dados
também confirmam os resultados obtidos para a liberacdo in vitro, a qual apresentou liberagéo
gradual com cinética de ordem zero. Esta liberacdo seqiencial da GLIB pode ser favoravel ao
tratamento do diabetes mellitus tipo I1, pois permite a manutencao da dose por um longo periodo
reduzindo a toxicidade do farmaco, o numero de doses administradas ao paciente e,
consequentemente contribuindo para a adesdo ao tratamento (GU et al., 2012, GUNAWAN,
XU, 2008).

Figura 29-Glicemia ap6s administracdo diaria de NP HDL+GLIB (5mg/Kg/v.0.),
glibenclamida (5mg/Kg/v.o.), HDL ou veiculo durante 30 dias de experimento. Os valores
representam as médias + e.p.m. (n = 6/grupo). “Estatisticamente diferente do controle
normoglicémico (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05).
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Os grupos tratados com NP HDL+GLIB e GLIB apresentaram significativa distin¢ao
no controle da glicemia ja a partir da primeira semana de tratamento. No inicio, o grupo NP
HDL+GLIB apresentava 287,16 mg/dl e ao fim do tratamento 111 mg/dl, enquanto o grupo
GLIB apresentava 286,5 mg/dl no inicio do tratamento e 421,5 mg/dl ao fim do tratamento,
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mostrando que as NP HDL+GLIB reduziram os indices glicémicos quando comparadas ao
grupo tratado com a GLIB.

Observa-se que as NP HDL+GLIB conseguiram normalizar a glicemia dos animas, estes
resultados comprovam a sua capacidade em melhorar a taxa de dissolucdo da GLIB permitindo
que maiores percentuais tornem- se sollveis e, consequentemente, absorvidos para gerar
reducdo da glicemia. Além disso, a liberacdo prolongada de NP HDL+GLIB também impede
oscilagbes plasmaticas na concentragdo do farmaco, reduzindo os riscos de hipoglicemia
(toxicidade mais comum das sulfoniliréias) e a possibilidade de ocorréncia de subdose ao longo
do tratamento, demonstrando sua eficacia e potencial como novo sistema de liberacdo
modificada para o tratamento do DM Il. (KLEIN-SCHWARTZ, STASSINOS, ISBISTER,
2015)

Na figura 29 também observa- se o progressivo aumento da glicemia no grupo diabético
(DNT) ao longo das 4 semanas de tratamento, passando de 360,6 mg/dl no inicio do tratamento
para 498 mg/dl ao fim da 4% semana de tratamento. O grupo tratado com HDL também
apresentou aumento da glicemia ao longo das 4 semanas, passando de 321 mg/dl para 468
mg/dl, mostrando que o HDL nao apresentou efeitos diretos sobre os indices glicémicos durante
0 periodo do estudo. Ndo existem, até 0 momento, estudos de sistemas contendo HDL em
modelo diabético, desta forma estes resultados permitem afirmar que HDL do tipo zinco e
aluminio ndo geram influéncia sobre o metabolismo glicémico ao longo do periodo de 30 dias

de administracdo diaria em ratos wistar.

O DM Il é uma sindrome metabodlica que promove alteracdo no armazenamento e
consumo de carboidratos, lipideos e proteinas. Animais diabéticos apresentam reducdo da
massa corporal em consequéncia dos niveis insuficientes de insulina e desregulacdo dos eventos
de gliconeogénese e neoglicogénese com perda da massa muscular. (TABESH et al., 2019) Na
figura 30 observa-se que os animais diabéticos apresentam perda continua de massa corporal
ao longo do periodo de tratamento até atingirem 10% de perda final.

Os animais normoglicémicos apresentaram aumento de massa corporal em niveis
considerados normais para a faixa etaria, enquanto os grupos GLIB e NP HDL+GLIB
apresentaram ganho de massa superior ao grupo DNT. Este ganho € esperado para
hipoglicemiantes orais da classe das sulfonilureias, como a GLIB, em consequéncia do seu
mecanismo de a¢do, pois aumentam a liberagdo de insulina das células R e, consequentemente,
também aumentam a captacéo celular de glicose (TABESH et al., 2019; SOLA et al., 2015).
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Figura 30- Efeito das nanoparticulas de hidroxidos duplos lamelares e glibenclamida
administradas por via oral na variagdo da massa corporal (g) em ratos Wistar machos tratados
durante 30 dias consecutivos. NP: nanoparticula; HDL: hidroxidos duplos lamelares; GLIB:
glibenclamida. Os valores representam as médias * e.p.m. (n = 6/grupo). “Estatisticamente
diferente do controle normoglicémico (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05)
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Na figura 31 (b) observa-se para o0 grupo DNT consumo de racdo superior ao grupo
normoglicémico indicando polifagia, a qual surge em consequéncia da reducao dos niveis de
insulina e reducdo da sensibilidade celular a sua acéo e reducdo da entrada de glicose nas células
e de ATP, acionando o sistema nervoso central e aumentando o apetite.

Observa-se que os demais grupos também apresentam consumo de racdo superior ao
grupo normoglicémico, no entanto, o grupo NP HDL+GLIB apresentou menores niveis de
consumo, indicando que as NP conseguiram melhorar a taxa de dissolucao e absorcéo da GLIB
combatendo de forma mais eficaz os efeitos da hiperglicemia, corroborando com os resultados
obtidos no monitoramento glicémico, pois sua reducdo glicémica foi suficiente para interferir

na osmolaridade plasmética dos animais e gerar melhora nos sinais clinicos.

Em pacientes diabéticos o aumento da glicemia gera aumento da osmolaridade
plasmatica ativando quimiorreceptores hipotalamicos do centro da sede, e resultando como
resposta a polidipsia. (ZARIC et al. 2019) Observa-se na figura 31 (a) que o grupo DNT, grupo
tratado com HDL e grupo tratado com GLIB apresentaram as maiores taxa de consumo de dgua
ao longo de todo o tratamento (700-800 ml) e estatisticamente distintos do grupo

normoglicémico (80ml).
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O grupo tratado com NP HDL+GLIB também apresentou polidipsia em relacdo ao
grupo normoglicémico, no entanto, o consumo de agua foi inferior aos grupos tratados com
GLIB, HDL e DNT, cerca de 500 ml. Esta redugdo no consumo de agua e racéo do grupo tratado
com NP HDL+ GLIB com respostas mais significativas do que o grupo tratado com GLIB
indicam que as NP HDL+GLIB ndo causaram sinais clinicos de nanotoxicidade durante o

tratamento e apresentaram respostas mais efetivas do que o grupo tratado com a GLIB.

Figura 31-Efeito das nanoparticulas de hidréxidos duplos lamelares e glibenclamida
administrada por via oral no consumo de agua (a) e racao (b) em ratos Wistar machos tratados
durante 30 dias consecutivos. NP: nanoparticula; HDL: hidroxidos duplos lamelares; GLIB:
glibenclamida. Os valores representam as médias * e.p.m. (n = 6/grupo). “Estatisticamente
diferente do Controle normoglicémico (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05).
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Avaliacdo de pardmetros bioquimicos e hematoldgicos

A analise do perfil hematoldgico (tabela 23) do sangue coletado dos animais apés o final
do experimento de toxicidade cronica ndo mostrou significancia estatistica que apontasse
toxicidade. Apenas observou-se uma discreta alteracdo nas plaquetas, porém essa discreta

alteracdo nao é relevante para inferir toxicidade.

Tabela 23-Efeito das nanoparticulas revestidas de Hidroxidos Duplos Lamelares
organomodificados e glibenclamida (S6) por via oral sobre os parametros hematoldgicos de
ratos wistar administradas por 30 dias consecutivos. NP: nanoparticula; HDL: hidroxidos
duplos lamelares; GLIB: glibenclamida. Os valores representam as médias + e.p.m. (n =

6/grupo).

PARAMETROS NORMO DNT HDL NP GLIB
NANO+GLIB

Eritrocitos(106 /mm?3) 7,81+£0,15 7,66 £ 0,23 7,70 £ 0,28 7,30+£1,13 7,14 +£1,03
Hemoglobina (g/dL) 15,60+0,68 14,85+0,51 15,30+ 0,57 14,35+ 2,13 14,85+ 1,24
Hematdcrito (%0) 4588 +241 40,88+1,19 40,90+0,57 39,46 + 4,58 40,18 + 2,06
VCM (fl) 58,721 53,4+0,3 53,1+1.2 52,0+£0,7 57,4+9,8
HCM (pg) 20,0+ 0,5 19,4+0,3 199+0 19,7+ 0,3 21,125
CHCM (g/dL) 340x14 36,3+0,8 37,409 37,8+0,3 369+18
RDW (fl) 346+19 316+1,0 29,1+0 279+11 28,8+0,9
Leucacitos (105 mm3) 8,10+173 10,02+259 7,20%+0,28 6,52 + 0,92 6,93+0,70
Neutrdfilo (%) 17£5 12+2 12+2 101 101
Linfocito (%0) 77+5 82+2 79+1 802 82+2
Mondcito (%) 5+1 5+1 9+1 9+1 7+1
Eosindfilos (%) 2+1 1+£1 1+£0 2+1 1+0
Plaquetas (103/pL) 614 + 33 179+ 42 342 + 13 341 + 87 307+ 79
VPM (fl) 79+04 8,5+0,7 8,8+0,1 8,3%£0,5 8,0%0,7

Andlise de Variancia ANOVA seguido por Newman-Keuls, comparando os grupos tratados entre si, e
comparando 0s grupos com o grupo controle, sendo considerando uma diferenca significativa quando p< 0,05.

A tabela 24 apresenta os valores séricos dos parametros bioquimicos dosados ap6s o
tratamento dos animais. A dosagem destes parametros buscou principalmente verificar a
toxicidade hepatica e renal. Como o figado é o principal 6rgdo de desintoxicagdo e um
importante local de metabolismo, é vulneravel a consequéncias adversas como resultado da

exposicdo as toxinas das formas extrinseca e intrinseca. Quando as células hepéticas estéo
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danificadas, as enzimas hepaticas sdo aumentadas no figado e liberadas na corrente sanguinea
(REMYA, 2017).

Tabela 24-Efeito das nanoparticulas revestidas de Hidroxidos Duplos Lamelares
organomodificados e glibenclamida (S6) por via oral sobre os parametros bioquimicos de
ratos wistar administradas por 30 dias consecutivos. NP: nanoparticula; HDL: hidroxidos
duplos lamelares; GLIB: glibenclamida. Os valores representam as médias + e.p.m. (n =

6/grupo).
PARAMETROS NORMO DNT HDL NP GLIB
NANO+GLIB

Glicose (mg/dL) 119+22 374+26 206 + 35 111 £25*** 421,35+ 35
TGO/AST (mg/dL) 91+42 338+ 79 239 +53 265 + 63 238 + 47
TGP/ALT (mg/dL) 33+12 229+59 157+38 200 + 63 204 + 38
Triglicerideos (mg/dL) 101+9 105+48 89 + 64** 122 + 31 183 + 38
Colesterol (mg/dL) 108+12 105+18 94 + 15 9% + 11 124 + 21
Uréia (mg/dL) 49+7 143+£36 117 +24** 113+ 39 191 +45

Acido urico (mg/dL) 385+0,71 395+ 563+242 3,60 +£0,51 4,33+0,63
0,23

Creatinina (mg/dL) 0,70+0,14 0,62+ 0,50+0,09 0,52+0,10 0,73+0,16
0,08

Anadlise de Variancia ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05)., comparando 0s grupos tratados
entre si, e comparando 0s grupos com o grupo controle, sendo considerando uma diferenca significativa
quando p< 0,05.

A inducdo do diabetes pela SZT leva a alteracGes metabolicas em decorréncia do dano
a integridade estrutural, como demonstrado através da comparacdo entre os parametros dos
grupos normoglicémico e DNT (tabela 24). No entanto, ao analisar os dados observa-se que
estes parametros ndo apresentaram alteracdo com significancia que apontassem a toxicidade
das nanoparticulas nos diversos 0rgaos e sistemas avaliados, tampouco apresentaram sinais de
toxicidade, observa-se apenas uma pequena alteracdo nos triglicerideos e na uréia, 0s quais

apresentam valores mais baixos nos animais do grupo HDL do que nos animais do grupo GLIB.

Analise histolégica

As massas absoluta e relativa dos tecidos de todos os grupos séo apresentadas na tabela
25.
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Tabela 25- Efeito das nanoparticulas revestidas de Hidréxidos Duplos Lamelares
organomodificados e glibenclamida (S6) por via oral sobre a massa relativa (%) e absoluta (g)
de ratos wistar administradas por 30 dias consecutivos. NP: nanoparticula; HDL.: hidréxidos
duplos lamelares; GLIB: glibenclamida. Os valores representam as medias + e.p.m. (n =
6/grupo). (ANOVA seguido por Newman-Keuls, p <0,05).

TECIDO NORM DNT HDL NP GLIB
NANO+GLIB

Figado (g) 114+14° 87+07 105+08  103+012°  112+0,7°

Figado (%) 36+004° 23+001° 4+003  37£000° 410,03

Rim (g) 32+03°  23+026° 31%03  305+002°  32+0,36"

Rim (%) 1,01£0,01° 06+004° 115+001° 1,0+008  1,03%0,01°

Pancreas (q) 1,04£0,13° 081+020° 093+01° 0,75+020° 0,932+0,1"

Pancreas (%0) 0,308 +0,03° 0,20 +0,04 0,33+0,04° 0,22+0,09° 0,33+0,04

Foram observadas diferencas significativas entre as massas dos 6érgdos analisados
(figado, rins e pancreas) dos animais diabéticos de todos os grupos, tratados e nao tradados,
quando comparados com o grupo normoglicémico, pois 0 DM Il é uma sindrome metabdlica
que promove alteracdo no armazenamento e consumo de carboidratos, lipideos e proteinas, com
desregulacdo dos eventos de gliconeogénese e neoglicogénese (TABESH et al., 2019).

Os resultados sdo concordantes com os obtidos para 0 acompanhamento da massa
corporal (figura 30), pois os grupos tratados com GLIB e NP HDL+GLIB apresentaram ganho
de massa corporal em relacdo ao grupo DNT devido o mecanismo de a¢do da GLIB, a qual
aumenta a liberacdo de insulina das células 3 e, consequentemente, a captacao celular de glicose
(SOLA et al., 2015).

A anélise macroscopica externa dos 6rgdos dos animais ndao mostrou alteracfes
significativas na cor ou textura em todos os grupos. A analise microscépica pode ser observada

nas figuras 32-34.
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Figura 32- Cortes histoldgicos dos pancreas (HE, ampliagdo 100x) de ratos Wistar machos
tratados oralmente por 30 dias. Grupo Normoglicémico(A); grupo diabético ndo tratado(B),
grupo tratado com HDL (C), grupo tratado com GLIB(D), grupo tratado com HDL+GLIB(E).
NP: nanoparticula; HDL: hidroxidos duplos lamelares; GLIB: glibenclamida. Os valores
representam as médias * e.p.m. (n = 6/grupo). As setas indicam alterac6es nas ilhotas
pancreéticas.

Observa-se na figura 32(B-D) ilhotas pancreaticas com alteracfes reativas e
degenerativas, diminuidas em nimero e tamanho, com alteracGes atipicas nucleares em relacao
ao grupo normoglicémico, estas alteragdes sdo em consequéncia do dano celular causado pela
STZ na indugéo do DM II.

A analise histologica do figado grupo DNT (figura 33B) apresenta leve infiltrado
inflamatorio e os grupos GLIB, HDL e HDL+GLIB (figura 33 A, C-E) ndo apresentaram
alteracOes estruturais em comparacao ao grupo normoglicémico. A metabolizacdo da GLIB é
realizada pelo figado através de reacbes oxidativas do CYP450, pelas CYP3A4, CYP2C9 e
2C19 originando metabdlitos ativos como 4-trans-hidroxiciclo-hexil gliburida(M1), 3-cis-
hidroxiciclo-hexil gliburida(M2), 4-cis-(M2a), 3-trans-(M3), 2-trans- (M4) hidroxiciclo
gliburida e gliburida etil-hidroxi (M5).

A lesdo hepatica induzida por farmacos pode ser hepatocelular, o que se traduzira por
aumento das aminotransferases (ALT e AST), ou colestatico, o que levaria ao aumento de
bilirrubinas (particularmente da direta). No entanto, os resultados da bioquimica dos grupos
tratados nédo apresentaram alteracdo dentro dos valores de referéncia em comparagcao ao grupo
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controle normoglicémico. Desta forma, os dados histoldgicos corroboraram com os dados
bioguimicos para a auséncia de hepatotoxicidade das nanoparticulas.

Figura 33- Cortes histoldgicos do figado (HE, ampliacdo 100x) de ratos Wistar machos
tratados oralmente por 30 dias. Grupo Normoglicémico(A); grupo diabético ndo tratado(B),
grupo tratado com HDL (C), grupo tratado com GLIB(D), grupo tratado com HDL+GLIB(E).
NP: nanoparticula; HDL.: hidroxidos duplos lamelares; GLIB: glibenclamida. Os valores
representam as médias + e.p.m. (n = 6/grupo).

Os metabdlitos da GLIB sdo excretados por via urinaria e biliar, aproximadamente
50% da dose s&o excretadas na urina e 50% por via biliar (HARRIGAN, NATHAN, BEATTIE,
2001). A andlise do tecido renal demonstrou auséncia de nefrite ou necrose tubular renal, sendo
observado apenas discreto aumento do espaco da cdpsula de Bowman em todos 0s grupos
(figuras 34 B-E) em relag&o ao grupo controle normoglicdmico. Este aumento foi independente
do tipo de tratamento, indicando que a formulacéo, por si s6, ndo apresentou nefrotoxicidade,
além disso, ndo foram observados sinais de efeitos adversos sobre os marcadores usuais de
toxicidade renal (creatinina e ureia), indicando que o tratamento com as NP n&o causou danos
significativos indicadores de toxicidade.
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Figura 34- Cortes histoldgicos dos rins (HE, ampliacdo 100x) de ratos Wistar machos tratados
oralmente por 30 dias. Grupo Normoglicémico(A); grupo diabético ndo tratado(B), grupo
tratado com HDL (C), grupo tratado com GLIB(D), grupo tratado com HDL+GLIB(E). NP:
nanoparticula; HDL: hidroxidos duplos lamelares; GLIB: glibenclamida. Os valores
representam as médias * e.p.m. (n = 6/grupo). As setas indicam leve aumento do espaco da

capsula de Bowman.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Atraveés dos resultados obtidos pode-se concluir que a taxa de sucesso da inducdo do
DM Il em ratos wistar com STZ (50mg/Kg) foi de 80%;

O monitoramento da glicemia durante as primeiras 12h apds a administracdo da primeira
dose das NP HDL-GLIB (S6) e o monitoramento da glicemia ao longo das 4 semanas
de tratamento foram concordantes com os resultados in vitro obtidos para a liberacéo da
GLIB. Estes resultados indicam a capacidade da matriz HDL controlar a liberacdo da
GLIB ao longo do tempo, manter sua concentracdo dentro da faixa terapéutica e permitir
o controle glicémico mais efetivo que a GLIB ndo veiculada em NP em consequéncia
da melhora da sua taxa de dissolucao;

Os parametros clinicos de polidipsia, polifagia e massa corporal ndo indicaram sinais
de toxicidade para as nanoparticulas e corroboram com os dados do controle glicémico

dos animais com reducéo da polidipsia;

Os resultados bioquimicos e hematoldgicos também ndo apresentaram alteracdes
significativas que indicassem nanotoxicidade;
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As andlises das massas dos rins, figado e péancreas foram concordantes com o0s
resultados da massa corporal, com o grupo DNT apresentando maior reducdo e 0s
grupos os grupos tratados com GLIB e NP HDL+GLIB apresentaram ganho de massa

corporal devido o mecanismo das sulfoniuréias;

A andlise histologica ndo apresentou nenhuma alteracdo hepética ao longo do
tratamento de 30 dias com as nanoparticulas em compara¢éo ao grupo normoglicémico.
Foi observada pequeno aumento do espago de Bowman nos animais tratados, no
entanto, sem relevancia clinica. Estes dados juntamente com os dados da hematologia e
bioquimica confirmam auséncia de sinais de nanotoxicidade indicando que as NP de
HDL organomodificados (S6) apresentam-se como potencial sistema de liberacdo

controlada para o tratamento do DM I1.

6 CONCLUSAO FINAL DA TESE

Observa-se que a analise das patentes juntamente com a analise das publicacdes de
artigos (combinacdo de DT e revisdo sistematica) aponta o grande nimero de estudos
envolvendo DDS, aplicacdo de técnicas e uso de diversos materiais dentro das
universidades para minimizar o problema da solubilidade da GLIB;

A prospeccéo de patentes mostrou-se uma importante ferramenta para a compreensao
de tendéncias de mercado, através dela pode-se constatar que apenas um pequeno
percentual dos pedidos totais de patentes realmente realiza testes com a GLIB e no
entanto, as reivindicagdes englobam outras classes de medicamentos para tratamento do
DM II;

Observou-se que os trabalhos envolvendo DDS e GLIB seguem uma perspectiva
comum aos demais sistemas de DDS, eles ndo conseguem seguir para a etapa de
pesquisa clinica porque as indastrias farmacéuticas, que geralmente financiam esta
etapa, sdo as responsaveis por selecionar os projetos mais alinhados a sua politica de
crescimento e de retorno financeiro, ndo 0s centros de pesquisas que inicialmente

desenvolveram os estudos.
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Pode-se concluir que a utilizacdo da sonda de infravermelho com faixa de leitura no
infravermelho proximo foi capaz de monitorar a sintese de HDL pelo método de

coprecipitacdo em meio organico e permitir o controle in line da sua formacéo;

Através dos dados quimiomeétricos e testes de T Hotelin e Q2 do monitoramento foi
possivel verificar a reprodutibilidade do método de coprecipitacdo para a possivel

producdo industrial de HDL;

Foi possivel propor um modelo cinético de segunda ordem para as sinteses, além disso,
foi possivel observar que a taxa de formacéo de Zn,Al-ClI foi superior ao de Mg»AlI-Cl,
além de inferir que os mecanismos que governavam a formacdo de HDL envolviam

supersaturacao, nucleacao, precipitacdo e redissolugdo em duas etapas;

Pode-se concluir que a combinacdo de técnicas foi adequada para controlar e avaliar o
processo de sintese de HDL pelo método de coprecipitacdo em meio organico e

identificar seus pontos criticos.

Nanoparticulas biocompativeis de HDL Zn,Al organomodificado podem ser obtidas por
sintese one-pote pelo método de coprecipitacdo tornando o método mais simples e mais

barato em comparacdo com os métodos em multiplas etapas.

Observou-se a adsolubilizacdo da GLIB nas nanoparticulas devido ao aumento do

espaco interlamelar e a hidrofobizacdo promovida pelo dodecil sulfato de sodio;

Observou-se que dados de DRX juntamente com os dados de TGA/DTG e DSC
corroboraram para o revestimento das nanoparticulas pelo Eudragit L100® e obtencéo

de nanocompasitos esfoliados/intercalados;

Observou-se que a organofilizacdo de HDL e intercalacdo de GLIB reduziram a area de
superficie (SBET 23,58 m2 / g) e tamanho das NP (469 nm). Além disso, a mudanca no
potencial zeta em relacdo ao HDL primitivo (Seet 41,34 m?/g, 688,8nm e +14() indicou
que a funcionalizacdo parece uma abordagem apropriada para produzir NP com maior

estabilidade coloidal e funcionalidade aprimorada;

Os dados de liberagcdo de zinco da matriz HDL (2,96% % 0,002 ppm) mostraram a
eficacia do revestimento em meio &cido (pH 1,2) e os dados de liberacdo do GLIB
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mostraram cinética de liberacdo de ordem zero com liberacdo no meio intestinal

simulado;

Além disso, o0 ensaio WST-1 realizado nos fibroblastos comprovou a
biocompatibilidade, mostrando que as NP de HDL Zn,Al organomodificadas atraves de

sintese one-pote sdo promissoras para a liberagdo prolongada da GLIB.

Nos ensaios in vivo em modelo animal diabético observou-se que glicemia durante as
primeiras 12h e o monitoramento da glicemia ao longo das 4 semanas de tratamento
foram concordantes com os resultados in vitro obtidos para a liberacdo da GLIB,
indicando a capacidade das nanoparticulas controlarem a liberacdo da GLIB, manterem
sua concentracdo dentro da faixa terapéutica e permitir o controle glicémico em

consequéncia da melhora da sua taxa de dissolugé&o;

Os parametros clinicos de polidipsia, polifagia e massa corporal ndo indicaram sinais
de toxicidade para as nanoparticulas e corroboram com os dados do controle glicémico

dos animais com reducéo da polidipsia;

Os resultados bioquimicos e hematologicos também ndo apresentaram alteracGes

significativas que indicassem nanotoxicidade;

As andlises das massas dos rins, figado e péancreas foram concordantes com 0s
resultados da massa corporal, com o grupo DNT apresentando maior reducdo e 0s
grupos os grupos tratados com GLIB e NP HDL+GLIB apresentaram ganho de massa

corporal devido o0 mecanismo das sulfoniuréias;

A andlise histolégica ndo apresentou nenhuma alteracdo hepatica ao longo do
tratamento de 30 dias com as nanoparticulas em compara¢do ao grupo normoglicémico.
Foi observada pequeno aumento do espaco de Bowman nos animais tratados, no
entanto, sem relevancia clinica. Estes dados juntamente com os dados da hematologia e
bioguimica confirmam auséncia de sinais de nanotoxicidade indicando que as NP de
HDL organomodificados (S6) apresentam-se como potencial sistema de liberagdo

controlada para o tratamento do DM I1.
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