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RESUMO

Chalconas sintéticas da série 6-quilonil chalcona (QC2 e QC10) sdo
capazes de reduzir a glicemia de ratos hiperglicémicos atuando em
maltiplos alvos de acdo. Com objetivo de melhorar o perfil
biofarmacéutico e o potencial terapéutico destas chalconas, um estudo
de formulagdo foi conduzido no sentido de otimizar um sistema
microparticulado pela técnica de emulsificacdo o/a seguida de
evaporacao/extracdo do solvente. Este estudo foi baseado em um
planejamento fatorial fracionado 2°*, no qual foram avaliados os efeitos
da concentracdo de surfactante, quantidade de chalcona QC2, volume de
fase orgénica volume de fase externa e volume de fase de extragdo sobre
rendimento, tamanho das particulas, polidispersdo e eficiéncia de
encapsulacdo (EE). O rendimento foi de cerca de 93 %. O tamanho de
particula variou entre 84,1 a 191,8 um, com uma baixa polidispersdo. A
EE variou entre 78,5 a 97,8 %, sendo influentes sobre este parametro a
concentracdo de chalconas e polimero, bem como a utilizacdo de
extracdo para eliminacdo do solvente. A partir deste estudo foram
estabelecidas as condigcdes de obtengdo de uma formulagdo otimizada
com maxima EE e teor de chalcona. Em um segundo estudo de
formulagdo foram desenvolvidos, a partir da formulagdo otimizada,
microparticulas incluindo a chalcona QC10 e o polimero Eudragit®
RS100 (PLGA/QC2 ou QC10 e Eudragit/QC2 ou QC10). O tamanho de
particula variou em funcdo do tipo de polimero. As particulas
apresentaram forma esférica e lisa, exceto o sistema PLGA/QC10, no
qual foi evidenciado deposicdo de cristais na superficie. Na analise por
TGA a chalcona QC10 apresentou maior estabilidade térmica em
relacdo & QC2. Nas analises por CED apenas 0 sistema Eudragit/QC2
apresentou evento de fusdo relativo a chalcona, sugerindo amorfizacédo
das chalconas encapsuladas nos demais sistemas. O perfil de liberacdo
para PLGA/QC10 foi correlacionado a presenca desta chalcona na
superficie da particula, liberando 80% da chalcona, enquanto que na
formulagcdo PLGA/QC2 ndo houve liberacdo. Os sistemas preparados
com Eudragit apresentaram 95 % de liberagdo para QC10 e 78 % de
liberacdo para a QC2 apds 24 horas. A avaliagdo in vivo em modelos de
ratos hiperglicémicos demonstrou que o sistema Eudragit/QC10 (15 mg)
possibilitou a reducdo da glicemia apds a sobrecarga de glicose em
relagdo ao grupo tratado com a mesma dose de chalcona QC10 néo
encapsulada.

Palavras-chave: microparticulas poliméricas, sistemas de liberacdo de
farmacos, chalconas, atividade anti-hiperglicémica, diabetes melito.






ABSTRACT

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF THE SYSTEMS
MICROSTRUCTURED CONTAINING CHALCONES FOR ORAL
ADMINISTRATION FOR TREATMENT OF DIABETES MELLITUS

Synthetic chalcones of the 6-quinolyl chalcone (QC2 and QC10) series
are able to reduce the glycemia in hyperglycemic rats acting on multiple
targets. In order to improve the biopharmaceutical profile and the
therapeutic potential of these chalcones, a preformulation study was
conducted to optimize a microparticulate system developed using oil-in-
water emulsion/solvent evaporation technique. This study was based on
a fraction factorial design 2°*, which evaluated the effect of the
surfactant concentration, amount of chalcone QC2, organic phase
volume, external phase volume and extraction phase volume on the
yield, particle size, size distribution and encapsulation efficiency (EE).
The yield was around 93 %. The particle size ranged from 84.1 to 191.8
pum, with a narrow particles size distribution. EE was from 78.5 to 97.8
%, influenced by the chalcone and polymer concentration and the use of
the extraction for solvent elimination. From this study were established
the conditions to obtain an optimized formulation with maximum values
of EE and QC2-loading. In a second formulation study were developed
microparticles including the chalcone QC10 and Eudragit® RS100
polymer (PLGA/QC2 or QC10 and Eudragit/QC2 or QC10). The
particle size were affected by polymer type, the microparticles were
spherical and smooth, except the system PLGA/QC10 that presented
free chalcone in the microparticles surface. The analysis of the chalcone
QC10 by TGA showed a higher thermal stability compared to QC2. The
release behavior of the PLGA/QC10 can be correlated with the chalcone
presence in the microparticles surface, however the PLGA/QC2
formulation was not released. The systems prepared with Eudragit®
showed 95 % and 78 % of the QC10 and QC2 were released after 24
hours, respectively. The in vivo evaluation in hyperglycemic rats
demonstrated that the system Eudragit/QC10 (15 mg/kg) had a
significantly major reduction of glycemia after the glucose
administration, when compared to the group treated with free QC10
chalcone.

Keywords: microparticles polymeric, drug delivery system, chalcones,
anti-hyperglycemic activity, diabetes mellitus.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes melito (DM) configura-se como um dos principais
problemas de salde publica, sendo um dos transtornos crénicos mais
frequentes no mundo. Das formas existentes, o diabetes do tipo Il
responsabiliza-se por aproximadamente 90 a 95 % dos casos de DM
diagnosticados (VASQUES et al., 2007). O tratamento para esta
patologia necessita de atencdo prioritaria quanto ao desenvolvimento
cientifico, tecnoldgico e de inovagdo, visando diminuir custos e
melhorar as condi¢bes de vida da populagdo. Como estratégias para a
prevencdo do DM incluem-se a educagdo e modificacdo dos hébitos
alimentares e de exercicios fisicos, complementadas por terapias
medicamentosas, quando necessario (SIMMONS; UNWIN, GRIFFIN,
2010). Diversas sdo as substancias utilizadas no tratamento do diabetes,
tais como insulina, sulfoniluréias, biguanidas e tiazolidinedionas. Além
das substancias classicas, varias espécies de plantas, ricas em
flavonoides, vém sendo utilizadas pela populacdo e algumas j& séo
descritas na literatura cientifica como tendo atividade hipoglicemiante
(DE SOUSA et al., 2004; COLCA, 2006). As chalconas sdo precursores
de flavonoides e isoflavonoides originalmente isolados de fontes
naturais (DIMMOCK et al., 1999) e vém sendo alvo de grande interesse
quimico e farmacoldgico por apresentarem diversas atividades, entre
elas atividade hipoglicemiante. Pereira e colaboradores, em 2011,
avaliaram a atividade anti-hiperglicémica in vivo das chalconas
derivadas da série 6-quilonil-chalconas, as quais demonstraram efeito
sobre a secre¢do de insulina e incremento do glicogénio hepético e
muscular, resultando na reducgdo dos niveis séricos de glicose.

Agentes hipoglicemiantes necessitam doses didrias e em muitos
casos mais de uma (CHEN, LANGER, 1998), sendo assim, a via oral
representa uma estratégia adequada para liberagdo de farmacos, evitando
0 inconveniente da dor e de possiveis consequéncias indesejaveis apds
aplicacbes subcutaneas frequentes (AULTON, 2005; ANSEL,;
POPOVICH; ALLEN, 2007). No entanto, a administragdo oral de
farmacos constitui-se num grande desafio, uma vez que a
biodisponibilidade por esta via é complexa. A pesquisa e 0
desenvolvimento de sistemas cada vez mais adequados para veicular
farmacos pela via oral é uma necessidade que se impfe aqueles
envolvidos com a pesquisa € 0 desenvolvimento de medicamentos
(ANSEL; POPOVICH, ALLEN, 2007). A obtengdo de sistemas
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terapéuticos capazes de modular a liberagdo de farmacos tem
constituido, nos ultimos anos, uma estratégia promissora para a melhoria
do perfil biofarmacéutico de medicamentos.

Nesse sentido, vém se destacando as chamadas formas
farmacéuticas particuladas, que séo sistemas farmacéuticos nos quais a
dose administrada est4 subdividida em varias unidades, sendo altamente
recomendados para o tratamento de patologias cronicas. Portanto, do
ponto de vista biofarmacéutico, estes sistemas apresentam uma série de
vantagens, envolvendo uma menor variabilidade na absorcdo do
farmaco, menor risco de irritagdo do trato gastrintestinal e 0 menor risco
de “dose dumping” (GHEBRE-SELLASSIE, 1994), aliada a
possibilidade de controlar a liberagdo do farmaco, o que acarreta na
manutencdo da concentracdo plasmatica em niveis terapéuticos por
periodos prolongados, reducdo de flutuacGes das concentracBes séricas
do farmaco e, consequentemente, redugdo do nimero de doses didrias,
promovendo uma maior adesdo do paciente ao tratamento. Entre os
sistemas particulados, destacamos as microparticulas poliméricas.

De todos os sistemas farmacéuticos disponiveis, as
microparticulas poliméricas apresentam a maior capacidade de controle
de liberacdo do farmaco, possibilitando a otimizacdo da posologia
através da redugdo do numero de doses diarias. Assim, estes sistemas
sdo particularmente interessantes para o tratamento de patologias
cronicas (KIM, 2005; GERWIN; HOPS; LUCKE, 2006).

Neste contexto, 0 desenvolvimento de sistemas para a
administracdo oral no tratamento do diabetes melito, visando
disponibilizar ao paciente uma alternativa terapéutica de administracdo
menos frequente, com menor incidéncia de efeitos colaterais,
administrada por uma via ndo invasiva e com uma melhor relagdo
custo/beneficio parece constituir uma estratégia interessante. Com isto,
espera-se melhorar a adesdo do paciente ao tratamento e,
consequentemente, obter um reflexo positivo na qualidade de vida do
mesmo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DIABETES

A incidéncia do Diabetes melito na atualidade atinge proporcoes
epidémicas. De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde no ano de
2000 havia no Brasil 4.553.000 de diabéticos e estimava-se que no ano
de 2030 houvesse 11.305.000. No entanto, essa expectativa foi superada
duas décadas antes do previsto. Atualmente no Brasil o nimero de
diabéticos é de 12.054.827 (SBD, 2012). Em estudo avaliando a
estimativa da prevaléncia global de diabetes foi relatado que em 2011
haveria aproximadamente 366 milhdes de diabéticos e que em 2030 este
nUmero cresceria para mais de meio bilhdo (WHITING et al., 2011).

O aumento da incidéncia de diabetes em termos mundiais tem
sido relacionado as modificacfes do estilo de vida proporcionada pela
industrializacdo. Estas modificacfes levam a obesidade, ao sedentarismo
e ao consumo de uma dieta rica em calorias (VENKAT NARAYAN et
al., 2000; NATHAN et al., 2009).

No mundo, o nimero de mortes atribuidas ao DM est4 em torno
de 800 mil por ano. Entretanto, é fato bem estabelecido que essa
guantidade de 6bitos esteja subestimada, uma vez que uma significativa
parcela destas mortes é atribuida a suas complicac@es, particularmente
as cardiovasculares e cerebrovasculares. Uma figura mais realista sugere
cerca de 4 milhdes de oObitos anuais relacionados a essa doenca, com
importante contribuicdo de complicagbes cardiovasculares. Isso
corresponde a aproximadamente 9 % do total mundial de mortes (SBD,
2007).

O DM néo é uma Unica doenca, mas um grupo heterogéneo de
distarbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia e que
requer tratamento medicamentoso continuo por tratar-se de uma doenca
cronica (BARCELO et al., 2003). A classificacdo mais recente, proposta
pela OMS, inclui 4 classes: (i) DM tipo 1, caracterizada pela insuficiente
producdo de insulina pelo pancreas, é resultante da destrui¢do autoimune
das células B pancreaticas e ocorre em apenas 5-10 % dos pacientes; (ii)
DM tipo 2, caracterizada pela combinacdo de resisténcia a acdo da
insulina e a incapacidade da célula B em manter uma adequada secre¢do
de insulina, sendo esta responsavel pelo acometimento de 90-95 % dos
diabéticos; (iii) outros tipos especificos de DM e (iv) DM gestacional
(SBD, 2007).

O DM esta relacionado ao descontrole da homeostasia da glicose.
A homeostasia da glicose em nosso organismo é mantida principalmente
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pela regulacdo hormonal da captagdo e produgdo enddgena de glicose
pelos musculos e figado (BEARDSALL et al., 2003). A insulina é o
principal horménio envolvido nesta regulacdo, sendo essencial para a
manutencdo da concentragdo de glicose no sangue apds a ingestdo de
alimentos (VANDERWEELE, 1994; JERMENDY, 2006)(JERMENDY,
2006; VANDERWEELE, 1994)(JERMENDY, 2006;
VANDERWEELE, 1994)(JERMENDY, 2006; VANDERWEELE,
1994). A insuficiéncia da secrecdo e/ou acdo da insulina, seja completa
ou relativa, resulta na desregulacdo da homeostasia da glicemia, com
consequente hiperglicemia e, posteriormente, no desenvolvimento do
diabetes melito. Estudos mostram um aumento significativo do diabetes
tipo Il em jovens e criancas e a sua associacdo com a obesidade
(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003; ADEYEMI et al, 2012),
predispondo a um alto risco cardiovascular (CERCATO et al., 2004). A
resisténcia a insulina, ou seja, a reducdo da habilidade da insulina em
realizar suas funcdes é a caracteristica chave do diabetes tipo Il
(PROIETTO, 2005). Vale lembrar que a prevaléncia de hipertensdo em
diabéticos € pelo menos duas vezes maior do que na populagdo em geral
(SBH, 2002).

No ano de 2011 foram gastos R$ 87.9 milhdes de reais em
internacOes de pacientes com diabetes melito (BRASIL, 2011). Neste
contexto, 0 DM encontra-se entre as doencas ndo transmissiveis de
maior impacto sobre o SUS. Da mesma forma, € preciso considerar que
esta enfermidade, além do custo bastante alto para qualquer sociedade
com 0s gastos diretos relacionados aos cuidados com a salde, também
gera custos indiretos causados pela diminuicdo de produtividade devido
a perda de habilidades (retinopatias, nefropatias, neuropatias, entre
outras) e a mortalidade prematura da populacdo economicamente ativa
(BARCELO et al., 2003).
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2.2 HIPOGLICEMIANTES ORAIS

A todo paciente diabético tipo Il a terapia ndo farmacoldgica é
indicada (praticar regularmente exercicios, dieta balanceada e redugdo
de peso). No entanto, o uso de agentes hipoglicemiantes na maioria das
vezes € indispensavel para manter o controle glicémico (CHENG;
FANTUS, 2005). O rigido controle da glicemia com o uso dos agentes
hipoglicemiantes pode reduzir a frequéncia e a severidade das
complicacdes provenientes desta patologia (ERKENS et al., 2002).
Considerando que diabéticos necessitam de hipoglicemiantes orais por
décadas, a seguranca destes medicamentos ¢ um fator importante a ser
considerado, ndo sO para evitar os efeitos colaterais, mas também
garantir a adesdio a terapia (PEDRIANES MARTIN, DE PABLOS
VELASCO, 2010). Os hipoglicemiantes orais tém uma variedade de
acles, como aumentarem a secrecdo de insulina pelas células p,
reduzirem a insulino resisténcia periférica, diminuirem a absorcéo de
glicose do trato gastrointestinal e inibirem a producdo hepatica de
glicose (RANG et al., 2003). Abaixo serdo apresentadas as principais
classes de hipoglicemiantes orais.

2.2.1 Sulfoniluréias

As sulfoniluréias foram desenvolvidas em meados da década de
50 e até hoje sdo amplamente prescritas para o tratamento do DM tipo
Il. As sulfoniluréias, farmacos secretagogos de insulina, sdo capazes de
ligarem-se aos receptores de sulfoniluréias (SUR) localizados na
membrana plasméatica das células B pancreéticas. A ligacdo das
sulfoniluréias promove o fechamento dos canais de potassio
dependentes de ATP e, deste modo, promove a secrecdo da insulina
estimulada pela glicose (CYRINO et al., 2003). O mecanismo de acdo
baseia-se no aumento da secrecdo de insulina pancreatica em fase tardia
em resposta a estimulos fisiologicos, sobretudo a hiperglicemia
(PEDRIANES MARTIN, DE PABLOS VELASCO, 2010).

Com base nas caracteristicas estruturais, potencial de acédo, tempo
para o inicio e duracdo da acéo, as sulfoniluréias sdo classificadas como
sulfoniluréias de primeira geracdo (clorpropamida, tolbutamida) e de
segunda geracdo (glimepirida, glipizida). Os principais efeitos adversos
relacionados ao uso das sulfoniluréias so o ganho de peso e a
hipoglicemia. A hipoglicemia estd mais relacionada com a
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administracao das sulfoniluréias de primeira geracao devido ao inicio de
acdo ser mais lento e efeito de longa duragdo (PALLARDO SANCHEZ,
2008).

2.2.2 Meglitinidas

As meglitinidas (repaglinida, nateglinida) representam uma nova
familia de farmacos secretagogos de insulina. Esta nova classe de
agentes hipoglicemiantes de acdo rapida tem sido desenvolvida para o
tratamento das flutuacdes glicémicas especificas em relagdo ao consumo
pos-prandial. Seu efeito € mais rapido e mais curto em relagdo aos
outros secretagogos de insulina. Apresentam efeito hipoglicemiante
trinta minutos apds sua ingestdo e tempo de meia vida de 60 minutos.
Devido a estas caracteristicas sdo necessarias trés doses didrias
(PEDRIANES MARTIN, DE PABLOS VELASCO, 2010). O
mecanismo de agdo também se deve a ligacdo aos receptores de
sulfoniluréias, porém em outros sitios de ligacdo (MORENO PEREZ et
al., 2008).

2.2.3 Biguanidas

O principal representante dessa classe é a metformina, sendo
amplamente utilizada na clinica (BODMER et al., 2008), apesar de seu
mecanismo de ac¢do ainda ndo ser totalmente esclarecido. O principal
efeito clinico da metformina ¢ a reducdo dos niveis séricos de glicose e
lipideos, devido a reducéo da gliconeogénese hepética, glicogendlise e
da absorcdo intestinal de glicose. A metformina também aumenta a
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos pela ativacdo da via
adenosina monofosfato ciclico AMPc, resultando no aumento da
absorcao da glicose em tecidos periféricos (ROSAK, 2002; OTA et al.,
2009; CHEN et al., 2011; KRAUSOVA et al., 2011). As biguanidas sdo
Uteis em pacientes com diabetes tipo Il obesos e que ndo respondem
eficientemente ao tratamento apenas com dieta.

Como a metformina ndo aumenta a secrecdo de insulina,
consequentemente ndo produz hipoglicemia. Seus principais efeitos
adversos sdo do tipo gastrointestinal (dor abdominal, diarreias e
vOmitos), habitualmente transitério e dependente da dose (BODMER et
al., 2008).
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2.2.4 Inibidores da a-glicosidase

Os inibidores das a-glicosidase (ex: acarbose, miglitol) nédo
apresentam um alvo especifico na patologia diabetes DM. Esta classe de
farmacos inibe a captacdo de carboidratos da dieta através da inibicao
das a-glicosidases da orla ciliada intestinal, suprimindo, desta forma, a
hiperglicemia ap6s as refei¢des. Os principais efeitos colaterais dos
inibidores sdo desconforto abdominal, diarreia e flatuléncia
(PEDRIANES MARTIN, DE PABLOS VELASCO, 2010).

2.2.5 Tiazolidinedionas

Os principais representantes desta classe sdo rosiglitazona e
pioglitazona. Atuam reduzindo a resisténcia a insulina nos tecidos
periféricos (tecido adiposo, musculo e figado) mediante a estimulagéo
dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama
(PPARy) e na redistribuicdo de gordura no tecido adiposo visceral
subcutaneo, com o aumento da secrec¢éo da adipocina (BARNETT et al.,
2007). O potencial da atividade insulinica nestes tecidos é favorecido
pela captacdo da glicose sanguinea por diversos receptores como
transportador de glicose insulino-sensivel (GLUT-4) (CIARALDI et al.,
2002).

2.3 CHALCONAS

Na Ultima década o tratamento do DM foi inteiramente
modificado, sendo apontado como um dos principais objetivos a
prevencdo da doenca (SBD, 2007), complementada por terapias
medicamentosas, quando necessario. Nesse sentido, além das
substancias classicamente utilizadas no tratamento do diabetes, vérias
espécies de plantas vém sendo descritas na literatura cientifica como
tendo atividade hipoglicemiante (COLCA, 2006; DE SOUSA et al.,
2004).

Inimeras espécies de plantas com comprovadas propriedades
hipoglicemiantes apresentam uma composicdo quimica rica em
flavonoides, um grupo de compostos fendlicos amplamente encontrados
em plantas. Muitos estudos demonstraram o efeito hipoglicemiante de
flavonoides isolados e de fragdes enriquecidas com flavonoides (JORGE
et al., 2004; DE SOUSA et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2006;
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ZANATTA et al., 2008; KUMAR et al., 2008). Chalconas sdo uma das
principais classes de produtos naturais com ampla distribuicdo em
frutas, vegetais, especiarias, chas e alimentos a base de soja (DI CARLO
etal., 1999).

As chalconas sdo precursores dos flavonoides e isoflavonoides
originalmente isoladas de fontes naturais (DIMMOCK et al., 1999),
sendo alvo de grande interesse quimico e farmacoldgico por
apresentarem diversas atividades bioldgicas, as quais variam conforme
os diferentes substituintes destas moléculas.

Estruturalmente, as chalconas, possuem como nucleo
fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenca de uma
ligacdo olefinica, de um grupamento cetona e/ou hidroxila (figura 1).
Séo caracterizadas pela abertura do anel oxigenado, levando a formacéo
de uma ligagdo dupla com os carbonos a e p em fungdo da carbonila
(ZUANAZZI, MONTANHA, 2004).

Figura 1. Ndcleo fundamental das chalconas (1,3-difenil-2-propenona).

Na literatura sdo referenciados, para as chalconas, efeitos
antibacteriano (NIELSEN et al., 2004; SATO et al., 1996), antifingico
(BATOVSKA et al., 2007; LAHTCHEV et al., 2008; DE CARVALHO
TAVARES et al., 2011), antiviral (CHEENPRACHA et al., 2006; KIAT
et al., 2006; TRIVEDI et al., 2007), antimalarico (DOMINGUEZ et al.,
2005; VALLA et al., 2006; KARTHIKEYAN; HOLLA; KUMARI,
2007; KAUR et al.,, 2010; TOMAR et al., 2010), anti-leishmania
(CHEN et al., 2001), anti-inflamatério (DESHPANDE et al., 1999;
HERENCIA et al., 2001; AHMAD et al., 2006; ISRAF et al., 2007;
VOGEL et al., 2010), antiplaquetario (ZHAO et al., 2005; VIJAYA
BHASKAR REDDY et al., 2011) e antitumoral (LAWRENCE et al.,
2006; LIU; GO, 2006; DELMULLE et al., 2006; BANDGAR et al.,
2010; YADAV et al.,, 2011). Diversos estudos foram realizados no
sentido de avaliar o potencial terapéutico destas moléculas no DM. Tem
sido demonstrado que chalconas extraidas de plantas apresentam
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atividades similares a insulina e melhoram a absorcdo da glicose nos
adipdcitos (ENOKI et al., 2007).

Chalconas isoladas das raizes da Broussonetia papyrifera
demonstraram exercer atividade inibitéria sobre os receptores de
insulina, sendo esta atividade diretamente proporcional a quantidade de
substituintes apolares na molécula (CHEN et al., 2002). Chalconas
derivadas de ariloxipropanolaminas apresentam potente atividade anti-
hiperglicémica quando administradas em ratos normais hiperglicémicos
e em ratos diabéticos induzidos com  estreptozotocina
(SATYANARAYANA et al., 2004). Derivados de chalconas estimulam
a captacdo de glicose e potenciam a captacao de glicose estimulada por
insulina em adipdcitos in vitro (KAMEI et al., 2003).

Chalconas derivadas de 3,4 methilenedioxi com substituinte nitro
(grupo aceptor de elétrons) apresentam atividade sobre a secrecdo de
insulina e de reducdo da glicemia semelhante aquela promovida pelo
farmaco controle glipizida em ratos hiperglicémicos (DAMAZIO et al.,
2009). A atividade anti-hiperglicémica foi avaliada também para
chalconas derivadas de naftilchalconas, as quais apresentam efeito
agudo na reducdo da glicose sérica em ratos hiperglicémicos. Analogos
desta série foram capazes de promover uma significante secrecdo de
insulina estimulada pela glicose (DAMAZIO et al., 2010).

Alberton e colaboradores (2008) avaliaram o efeito anti-
hiperglicémico in vivo de diferentes substituintes em chalconas
derivadas do 3,4-metilenodioxibenzaldeido. As chalconas que
apresentaram atividade biolégica tiveram seus efeitos avaliados sobre a
glicemia em ratos hiperglicémicos comparadas com insulina, insulina
lispro e tolbutamina, evidenciando um significativo efeito da
substituicdo, do tipo de substituinte e da posicdo do anel onde ocorreu a
substituicdo. Os compostos mais ativos, metoxisubstituidos nas posicoes
3’ ¢ 4’ do anel A, inibiram a hiperglicemia induzida por glicose numa
taxa de 96% daquela obtida por insulina lispro e tolbutamida, controles
positivos do ensaio, a 60 minutos da administragdo, o que pode ser
considerado um resultado extremamente promissor.

Recentemente, Pereira e colaboradores (2011), avaliaram a
atividade anti-hiperglicémica in vivo das chalconas derivadas da série 6-
quilonil-chalconas.

Os derivados da série 6-quilonil-chalconas apresentam pequenas
alteracBes em seus radicais, conforme demonstrado na figura 2. Nos
derivados 6 quinolina chalcona - (2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(6-quinolinil)-
2-propen-1-ona (QC2) e 6 quinolina chalcona - (2E)-1-(4-Cloro-fenil)-
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3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (QC4) o nitrogénio do anel quinolinico
ndo esta oxidado, enquanto que os derivados 6-quinolina N-6xido
chalconas-(2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(1-6xide-6-quinolinil)-2-propen-1-
ona (QC10) e 6-quinolina N-6xido chalconas-(2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-
(1-6xide-6-quinolinil)-2-propen-1-ona (QC11) apresentam o anel
quinolinico oxidado.

sonssllisona ol

4
i
6-quilonil chalcona 2 6-quilonil-N-oxide chalcona
R R
CHs Qcz CHs QcC10
Cl Qc4a Cl Qc11

Figura 2. Estrutura molecular das chalconas 6-quilonil chalcona e 6-quilonil-N-
oxide-chalcona.

As chalconas da série 6-quilonil promovem a secrecéo de insulina
e incremento do glicogénio hepatico e muscular. O efeito sobre a
reducdo da glicose sérica parece estar relacionado a secrecdo de insulina
(propriedade anti-hiperglicémica) e a acdo das chalconas em varios
alvos de insulina (efeito hipoglicemiante), contribuindo para a
homeostasia da glicose (PEREIRA, 2011).

2.4 SISTEMAS MICROPARTICULADOS

O desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos €& um
segmento da pesquisa farmacéutica que vem  crescendo
exponencialmente em nivel mundial nos ultimos anos, interesse este
traduzido pelo crescente investimento nesta area. Contudo, a pesquisa e
o desenvolvimento dos fitoterapicos envolvem diversos aspectos e
etapas, onde diversos fatores como a variagdo na composi¢do e nos
teores dos constituintes ativos devem ser levados em consideracéo.
Neste sentido, a utilizacdo de moléculas isoladas de plantas ou obtidas
por sintese reduz os problemas relacionados a estas variages,
diminuindo o tempo e os investimentos necessarios para a obtencdo de
um medicamento, com todos 0s requisitos de qualidade, seguranca e
constancia de composicao que isto supde.
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Desta forma, a decisdo sobre o tipo de forma farmacéutica na
gual esta molécula sera incluida envolve a avaliacdo de sistemas que
possibilitem o maior aproveitamento do potencial terapéutico da mesma.
Particularidades que poderiam comprometer a eficacia do tratamento,
tais como irregularidade de absorcéo, toxicidade elevada, estreita faixa
terapéutica, rapida metabolizacdo ou ainda utilizagdo em esquemas
terapéuticos de longa duracdo devem ser consideradas. Em se tratando
de administracéo rotineira, como é o caso de agentes hipoglicemiantes
(CHEN, LANGER, 1998), a via oral representa uma estratégia adequada
para liberacdo de farmacos, evitando o inconveniente da dor e de
possiveis consequéncias indesejaveis ap6s aplicacdes subcutaneas
(AULTON, 2005; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007). No entanto, a
administracdo oral de farmacos constitui-se num grande desafio, uma
vez que a biodisponibilidade por esta via é complexa. A pesquisa e 0
desenvolvimento de sistemas cada vez mais adequados para veicular
farmacos pela via oral é uma necessidade que se imple aqueles
envolvidos com a pesquisa € 0 desenvolvimento de medicamentos
(ANSEL; POPOVICH, ALLEN, 2007).

As microparticulas apresentam um didmetro médio variando de
um a algumas centenas de micrémetros, e sdo classificadas em
microesferas e microcapsulas, de acordo com sua estrutura. As
microesferas apresentam estrutura matricial, constituida por uma rede
polimérica na qual a substancia ativa encontra-se dispersa ou adsorvida,
enguanto que as microcapsulas tém estrutura de reservatorio,
constituidas por um ndcleo interno recoberto por uma camada de
polimero de espessura varidvel (ANSEL; POPOVICH, ALLEN, 2007;
SILVA et al., 2003). O mecanismo de liberacdo do farmaco encapsulado
no interior da particula envolve processos de natureza difusional e/ou a
degradacdo enzimatica da rede polimérica previamente formada
(WANG et al., 1990; BATYCKY et al., 1997; FAISANT; SIEPMANN;
BENOIT, 2002). O reduzido tamanho das particulas dos sistemas
microestruturados permite uma distribuicdo mais homogénea, favorece a
interacdo com o epitélio subjacente e com a mucosa gastrica (DURRER
etal., 1994).

A escolha de um método de microencapsulacdo adequado para
promover 0 aumento da biodisponibilidade oral de farmacos depende
das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a encapsular, das
condi¢des operacionais e dos polimeros utilizados (SILVA et al., 2003).

A selecdo da técnica de preparacdo das microparticulas deve
levar em consideracdo certos requisitos, como a manutencdo da
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estabilidade e atividade biolégica do farmaco, taxa de encapsulacio,
reprodutibilidade das caracteristicas das microparticulas e do perfil de
liberacdo. Na literatura, sdo relatados inimeros métodos de preparagdo
de microparticulas, sendo que um dos mais utilizados é o método de
emulsificacdo seguida de evaporacdo ou extracdo do solvente. Neste
método, é preparada uma emulsdo cuja fase interna, organica, contém o
farmaco e o polimero dissolvido. A eliminagdo do solvente organico por
evaporagdo ou extracdo faz com que o polimero solidifique, mantendo o
farmaco no interior da particula formada. Este método, via de regra,
proporciona uma alta taxa de encapsulacdo de farmacos lipofilicos,
como é o caso das chalconas (WISCHKE, SCHWENDEMAN, 2008).

2.4.1 Polimeros empregados em sistemas microparticulados

Os polimeros apresentam-se como uma das classes de materiais
mais versateis disponiveis para aplicacbes em diferentes 4reas,
principalmente na 4rea farmacéutica (VILLANOVA; OREFICE,
CUNHA, 2010) constituindo um avanco tecnol6gico que tem permitido
o desenvolvimento de diferentes sistemas de liberagdo controlada de
farmacos, como as nano e microparticulas. Os sistemas poliméricos
apresentam boa estabilidade no ambiente bioloégico e os diferentes
métodos de preparagdo permitem encapsular farmacos com
caracteristicas tanto hidrofilicas quanto lipofilicas, conferindo uma
grande variedade de aplicacGes terapéuticas (VILOS, VELASQUEZ,
2012).

Dentre as propriedades consideradas essenciais relacionadas aos
polimeros usados em aplicacbes farmacéuticas destacam-se a
biodegradabilidade, que corresponde a capacidade de degradar-se em
ambiente bioldgico gerando compostos atoxicos que sdo metabolizados
ou excretados, e biocompatibilidade, o que significa que ndo causa
efeito adverso local ou sisttmico ap6s sua administracdo (LlI;
ROUAUD, PONCELET, 2008).

Vaérios polimeros tém sido empregados na preparacdo de
microparticulas, entre eles os homopolimeros do acido latico e do acido
glicélico, a poli-g-caprolactona, os co-polimeros do &cido metacrilico e
dos ésteres acrilatos, além de diferentes polissacarideos, tais como a
celulose e seus derivados, 0s alginatos e as quitosanas (FRANK; RATH;
VENKATRAMAN, 2005; KATOU; WANDREY; GANDER, 2008;
CHOI et al., 2011; VASCONCELLOS; GOULART; BEPPU, 2011;
KEMALA; BUDIANTO; SOEGIYONO, 2012). A escolha dos
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polimeros deve considerar aspectos peculiares de cada farmaco, tendo
em vista que estes apresentam propriedades caracteristicas no que se
refere ao perfil farmacocinético, solubilidade em &gua, estabilidade
fisica e quimica e dose terapéutica, ndo sendo possivel tecer
generalizagBes. A maioria destes polimeros atribui aos sistemas
microparticulados caracteristicas mucoadesivas (KOCKISCH et al.,
2003;2004), tornando-os materiais de interesse para formulagdes de
farmacos administrados por via oral (THANOU; VERHOEF,
JUNGINGER, 2001). Esta caracteristica vem a melhorar a absortividade
do sistema, de modo que aumenta o tempo de permanéncia no sitio
especifico de absorcdo, além de reduzir a frequéncia de dose (KIM et
al., 2005).

Dentre os polimeros que vém sendo usados na confeccdo de
microparticulas poliméricas para a administragdo oral destacamos o
poli(4cido latico-co-glicélico) (PLGA) e o Eudragit®.

O PLGA, copolimero dos ésteres alifaticos, acido latico e acido
glicélico, tornou-se o mais empregado em formulacdes comparado a
outros polimeros biodegradaveis devido a sua seguranca e aprovagao do
uso em humanos pelo FDA (Food and Drug Administration) (GUSE et
al., 2006; GITEAU et al., 2008; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008;
KLOSE et al., 2010; MAKADIA, SIEGEL, 2011).

Com relacéo ao controle da velocidade de liberacéo e degradagéo
das particulas, o PLGA apresenta uma flexibilidade que depende das
caracteristicas do polimero relacionadas a cristalinidade, solubilidade e
erosdo da superficie (ALBERTSSON, VARMA, 2002; SEYEDNEJAD
et al., 2011; VERT et al., 1998). Este controle se d& através de
pardmetros como a massa molar do polimero, onde a velocidade de
degradagdo € inversamente proporcional ao peso molecular; e o tempo
de degradacdo depende da proporgdo entre 0s monémeros, de tal modo
gue os polimeros com concentracdo mais elevada de acido latico exibem
degradago mais lenta (GOPFERICH, 1996; ALBERTSSON; VARMA,
2002; EDLUND; ALBERTSSON, 2002; MUNDARGI et al., 2008;
STEVANOVIC; USKOKOVIC, 2009; MAKADIA; SIEGEL, 2011;
VILOS; VELASQUEZ, 2012). Em meio aquoso, o PLGA sofre
hidrélise das ligagdes ésteres da cadeia principal, e a presenca de
grupamentos metila no acido latico faz com que 0 mesmo se torne mais
hidrofébico comparado ao acido glicélico, absorvendo menos agua e
consequentemente degradando mais lentamente (HOUCHIN, TOPP,
2009; MAKADIA, SIEGEL, 2011).
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Em se tratando de um sistema particulado de PLGA onde ha a
presenca de um farmaco, o perfil de liberacdo pode ser influenciado por
outros fatores como o tipo de farmaco (FRANK; RATH,
VENKATRAMAN, 2005; MAKADIA, SIEGEL, 2011), o método de
preparacio (SANSDRAP; MOES, 1993; O'DONNELL; MCGINITY,
1997; MANDAL, 1998; THOTE et al., 2005), tamanho de particula
(DUNNE; CORRIGAN; RAMTOOLA, 2000; BERKLAND; KIM,;
PACK, 2003; SIEPMANN et al., 2005; KANG; SCHWENDEMAN,
2006), porosidade do sistema (KANG, SCHWENDEMAN, 2006;
KLOSE et al., 2006), peso molecular do polimero (PARK; LU,
CROTTS, 1995; RAVIVARAPU; BURTON, DELUCA, 2000), a
relagdo entre o0os mondmeros &cido latico:acido  glicolico
(RAVIVARAPU; BURTON, DELUCA, 2000) e as caracteristicas do
farmaco (FRANK; RATH, VENKATRAMAN, 2005; KLOSE;
DELPLACE, SIEPMANN, 2011).

Ja os Eudragit® RS e RL sdo copolimeros de poli(etilacrilato,
metil-metacrilato e clorotrimetil amonio etil metacrilato) que contém
grupos quaternarios entre 4,5 a 6,8 % e 8,8 a 12 % para as formas RS e
RL, respectivamente (HAZNEDAR, DORTUNGC, 2004). Ambos sdo
insolGveis em pH fisiol6gico, mas capazes de intumescerem (OMARI et
al., 2004; TRAPANI et al., 2007). Estes polimeros vém sendo
amplamente utilizados na encapsulacdo de farmacos para a
administracdo por via oral (WATTS; DAVIES; MELIA, 1991,
PERUMAL, 2001; GIBSON et al., 2006; TRAPANI et al., 2007;
JAVOT et al., 2009; CRUZ et al., 2010; ALHNAN; BASIT, 2011), via
transdérmica (MUKHERJEE et al.,, 2005; NESSEEM; EID, EL-
HOUSENY, 2011) e via oftdlmica (PIGNATELLO; BUCOLO;
PUGLISI, 2002; ARAUJO et al., 2009; DAS; SURESH; DESMUKH,
2010).

O polimero Eudragit® RS100 contem apenas 5 % (m/m) de
unidades hidrofilicas e exibe uma baixa permeabilidade, permitindo,
desta forma, a producdo de formulacGes de liberacdo sustentada
(ESPOSITO et al., 2002). Além das caracteristicas a eles conferidas,
outro fator a ser considerado é o baixo custo do Eudragit® em
comparagao a outros polimeros, como por exemplo, 0 PLGA. A questdo
custo é um fator muito importante em casos de uma possivel producédo
industrial em larga escala.
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2.5 PLANEJAMENTO FATORIAL COMO FERRAMENTA
NO DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS
MICROPARTICULADOS

No desenvolvimento de um sistema de liberacdo de farmacos os
principais objetivos a serem alcancados sdo a obtengdo de formulagdes
estaveis, com bom rendimento, eficiéncia de encapsulacdo elevada e
com tamanho e perfil de liberacdo adequado ao tipo de administracdo a
gue se destinam. De maneira geral, inUmeras variaveis, tanto de produto
como de processo, contribuem simultaneamente para a consecucao
destes objetivos.

Atualmente, a maior parte dos estudos para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos ainda é realizada alterando os niveis
de cada variavel (ou fator) separadamente, mantendo os demais fatores
constantes, a fim de se estudar os efeitos especificos desta variavel sobre
a resposta desejada. Esse tipo de experimento tradicional, variando
isoladamente cada um dos fatores, € uma estratégia pouco eficiente e
pouco econbmica porque implica em um nudmero elevado de
experimentos, bem como depende da experiéncia do analista para
interpretar a importancia de cada fator, a fim de obter um sistema
otimizado no final do processo (KINCL; TURK, VRECER, 2005).

Devido as inimeras varidveis de formulagdo e de processos
envolvidos durante a otimizacdo em sistemas microparticulados, €
fortemente recomendado a utilizagdo de métodos estatisticos
apropriados (DOE - design of experiments), tais como planejamentos
experimentais, para obter sistemas com os atributos desejados. Um
planejamento experimental adequado, a partir de modelos estatisticos,
permite ao formulador avaliar os efeitos principais das variaveis de
formulagdo e de processo, assim como as interacGes entre elas, na
qualidade e caracteristicas de liberacdo das particulas (CUN et al., 2011;
SONAGLIO et al., 2004).

Um planejamento experimental permite obter a quantidade
maxima de informacGes a partir dos dados coletados em um nimero
reduzido de ensaios experimentais. A ideia basica € mudar todos os
fatores relevantes simultaneamente, sobre um conjunto de ensaios
planejados e, em seguida, conectar e interpretar os resultados utilizando
modelos matematicos (GABRIELSSON; LINDBERG, LUNDSTEDT,
2002).

Dentre os métodos de planejamentos experimentais disponiveis
na literatura, o planejamento fatorial € o mais indicado quando se deseja
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estudar os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia, sendo que em
cada tentativa ou réplica, todas as combinacdes possiveis dos niveis de
cada variavel sdo investigadas (BARROS NETO; SCARMINIO,
BRUNS, 1995).

Em estudos nos quais estejam envolvidos muitos fatores é
recomendada a utilizagdo de um planejamento fatorial fracionado,
especialmente quando se trata de um estudo de formulagdo. Em um
planejamento fatorial fracionado os experimentos sdo escolhidos para
gerar 0 maximo de variagdes com 0 menor nimero de experimentos
(GABRIELSSON; LINDBERG, LUNDSTEDT, 2002), permitindo a
identificacdo de interacOes entre fatores e determinar com precisdo o
efeito de um fator entre os fatores estudados (JAFARI NEJAD et al.,
2010).



OBJETIVOS

Obijetivo geral e especificos
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento e
avaliacdo de sistemas microparticulados contendo chalconas com
comprovada atividade hipoglicemiante, visando a obtencdo de novos
medicamentos de administracdo oral para o tratamento do Diabetes
melito.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um estudo de formulacdo para estabelecer a composi¢ao dos
sistemas e 0 método de preparacdo mais adequado através de métodos
quimiométricos (desenho experimental), visando a otimizacdo de uma
formulag&o.

o Desenvolver e validar um método de doseamento por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo das chalconas a
serem encapsuladas.

e Desenvolver sistemas microparticulados contendo chalconas a partir
da formulacéo otimizada.

e Caracterizar os sistemas desenvolvidos quanto a morfologia,
tamanho de particula, eficiéncia de encapsulacdo, teor, estabilidade
térmica e padrdo de difragdo de raio-X da molécula.

e Estudar o perfil de liberagdo in vitro das chalconas.

e Avaliar a atividade in vivo dos sistemas microparticulados contendo
chalconas desenvolvidos em modelos de hiperglicemia.






CAPITULO 1

Estudo de formulacédo utilizando um planejamento fatorial fracionado
objetivando a otimizagdo de um sistema microparticulado
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1. INTRODUCAO

No desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica, via de
regra faz-se necessario um estudo de formulacdo que permita ao
pesquisador reunir o maior nimero de informacBes possiveis sobre
todos os fatores, tanto de composicdo como de processo, para
estabelecer os parametros que permitam obter um produto eficaz, seguro
e de qualidade.

Nas dltimas décadas, a area da Tecnologia Farmacéutica tem
focado seus esforgos e investimentos no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo modificada, de maneira a melhorar as propriedades
biofarmacéuticas das moléculas ativas associadas. Entre os diversos
sistemas capazes de proporcionar o controle de liberacdo do farmaco
destacam-se 0s sistemas microparticulados. As microparticulas
possibilitam a reducdo do nimero de doses diarias do medicamento,
levando a reducéo de flutuacdes das concentracfes séricas dos farmacos
e a manutencdo da concentracdo plasmatica em niveis terapéuticos,
sendo, portanto, particularmente interessantes para o tratamento de
patologias cronicas (KIM et al., 2005).

Este capitulo trata do desenvolvimento, caracterizagcdo e
otimizacdo de um sistema microparticulado de PLGA contendo a
chalcona QC2 como molécula modelo, utilizando a técnica de
evaporacdo e/ou extracdo do solvente a partir de uma emulsdo o/a. A
chalcona QC2 apresenta baixa solubilidade em meio aquoso. Devido ao
grande numero de fatores que podem influenciar decisivamente
caracteristicas das microparticulas obtidas por esta técnica, como a
concentracdo de tensoativo, quantidade de farmaco, volume de fase
organica, volume da fase aquosa, volume da fase de extracdo, foi
realizado um estudo detalhado de formulacdo com o objetivo de
estabelecer as melhores condicBes de obtencdo destes sistemas. Neste
estudo foi utilizado um planejamento fatorial fracionado e, como
ferramenta estatistica, utilizou-se o programa Desing-Expert®
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

2.1.1 Matérias — primas

Acido poli(latico-co-glicélico) (PLGA, 50:50) Resomer® 503 -
Boehringer Ingelheim

Chalcona QC2 (6-quinolinachalcona - (2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(6-
quinolinil)-2-propen-1-ona) Massa molar 273,32 g/mol.

2.1.2 Solventes, solucGes e reagentes

Agua ultra pura Milli-Q (Millipore®)

Agua purificada

Diclorometano P.A. (Qhemis)

Alcool polivinilico - PVA (Mowiol 40-88 — Sigma—Aldrich)

2.1.3 Aparelhos e equipamentos

Agitador magnético ARE Heating Magnetic Stirrer (VELP Scientifica)
Agitador magnético DI-06 com banho termostatizado (Dist)
Aparelho de hidrodestilacdo FABBE

Balanca Ohaus Analytical Standard

Banho de Ultrassom — UltraSonic Cleaner USC 700 Unique

Bomba de véacuo

Centrifuga Sigma 4K15

Espectrofotdmetro Shimadzu UV/Vis 2000

Freezer Consul 180

Granuldmetro a Laser Mastersizer 2000 (Malvern Instruments)
LiofilizadorTerroni LD 1500

Microscopio eletronico de varredura Jeol JSM — 6390LV (Jeol Ltda.)
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2.2 METODOS
Obtenc¢do da amostra

A chalcona 6 quinolina chalcona-(2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(6-
quinolinil)-2-propen-1-ona (QC2) utilizada neste trabalho foi sintetizada
pela equipe do Professor Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti do grupo de
Pesquisa Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

2.2.1 Estudo de formulacdo

Preparacdo das microparticulas

As microparticulas foram preparadas pela técnica de emulsdo o/a
com evaporacdo ou extragdo do solvente, adaptado de Wischke e
colaboradores (2008). Para a preparagdo da fase orgénica da emulséo
(FO), o polimero (PLGA) e a chalcona QC2 foram solubilizados em
diclorometano com auxilio de banho de ultrassom, mantendo entre a
massa do polimero e o volume do solvente organico uma concentragéo
fixa de 100 mg/mL. Esta solucdo organica foi transferida para um
béquer contendo uma solugdo de PVA (fase aquosa da emulséo, FA) sob
agitacdo magnética a 750 rpm, obtendo assim a emulsdo o/a. A agitacéo
foi mantida por 3 horas para a eliminacdo do solvente organico por
evaporagdo. Alternativamente, 3 minutos apés a adicao da fase organica,
uma solugdo de PVA (fase de extragdo, FE) foi adicionada & emulséo
para eliminacdo do solvente organico por extracdo. Ap6s a completa
eliminacdo do solvente, as formula¢6es foram mantidas em repouso por
10 minutos para a sedimentacdo das microparticulas, sendo, a seguir,
descartado o sobrenadante. O residuo de PVA da fase externa foi
removido por meio de lavagem das microparticulas com 70 mL de agua,
seguido de centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos e descarte do
sobrenadante. Este procedimento foi repetido por trés vezes. A seguir, as
microparticulas foram coletadas e transferidas para um frasco ambar
com volume final de aproximadamente 8 mL. Esta suspensdo foi
congelada a -20°C por pelo menos 48 horas. As amostras congeladas
foram liofilizadas por um periodo de 24 horas e posteriormente
armazenadas em dessecador.
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2.2.2 Planejamento fatorial

O desenvolvimento das microparticulas foi realizado a partir de
um planejamento experimental, no qual foram selecionados cinco
fatores: (A) concentracdo de PVA na fase aquosa da emulséo (%, m/m),
(B) quantidade de chalcona (mg), (C) volume de fase organica, (D)
volume da fase aquosa e (E) volume da fase de extragdo. A selecdo dos
fatores analisados foi baseada em dados da literatura e por testes
prévios.

O modelo estabelecido foi um delineamento fatorial do tipo
fatorial fracionado (2°7), com auxilio do programa Design-Expert®
(version 8.0.6.1, Stat Ease, Inc, MN, USA), sendo cada fator avaliado
em dois niveis (maximo e minimo). A adicdo de quatro repeticGes de um
ponto central foi utilizado para avaliar a curvatura das respostas, bem
como avaliar o efeito do ruido/erro e prover um numero de graus de
liberdade necessdrios para uma adequada avaliagdo do modelo
estatistico. O efeito de cada fator sobre as respostas foi calculado
assumindo modelo linear com interacdo de primeiro grau (2FI) entre 0s
fatores, conforme equacéo de regressdo abaixo (equacéao 1),

Y=m+aA+bB+cC+dD+ eE + abAB + acAC + adAD + aeAE
+ bcBC + bdBD + beBE + cdCD + deDE
Equacéo 1

onde Y é a resposta do modelo, m é a média dos valores obtidos, a,b,c,d,
e e sdo os coeficientes (efeitos) dos fatores principais (A,B,C,D, e E), ab,
ac, ad, ae,bc,bd, be, cd e de sdo os coeficientes das intera¢fes entre dois
fatores (AB, AC....DE). Para a estimativa de significancia do modelo e
dos efeitos de cada fator, a analise de variancia (ANOVA) foi aplicada
para cada resposta. Os modelos e os efeitos de cada fator e interagdo
foram considerados significantes quando o valor de probabilidade de
significancia (p) foi igual ou inferior a 0,05. Os termos do modelo nédo
significativos foram removidos do modelo matematico, exceto no caso
de serem necessarios para satisfazer a hierarquia, como um termo que
compde uma interacdo significativa.

A tabela 1 apresenta os fatores e os niveis envolvidos no estudo
de formulacdo das microparticulas.
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Tabela 1. Fatores e respectivos niveis avaliados no planejamento fatorial
fracionado (2°) para o estudo de formulacéo das microparticulas.

Fatores/ A B C D E
Niveis (%) (mg) (mL) (mL) (mL)
Inferior 0,5 10,0 3,0 50,0 0,0
Central 0,75 15,0 4,0 75,0 50,0
Superior 1,0 20,0 5,0 100,0 100,0

Os experimentos foram realizados aleatoriamente, conforme

sequéncia descrita na tabela 2.
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Tabela 2. Delineamento fatorial 2°* referente ao estudo de formulacéo
para a obtencdo das microparticulas.

Fatores/

Experimentos A B ¢ D E

1 1,00 20,0 5,0 50,0 0,0
2 0,75 15,0 4,0 75,0 50,0
3 0,50 20,0 5,0 100,0 0,0
4 0,75 15,0 4,0 75,0 50,0
5 0,50 20,0 5,0 50,0 100,0
6 0,50 20,0 3,0 50,0 0,0
7 0,75 15,0 4,0 75,0 50,0
8 1,00 10,0 5,0 100,0 0,0
9 0,50 10,0 5,0 100,0 100,0
10 0,50 10,0 3,0 100,0 0,0
11 1,00 10,0 3,0 50,0 0,0
12 0,50 10,0 3,0 50,0 100,0
13 0,50 20,0 3,0 100,0 100,0
14 0,75 15,0 4,0 75,0 50,0
15 1,00 20,0 3,0 100,0 0,0
16 1,00 10,0 5,0 50,0 100,0
17 1,00 10,0 3,0 100,0 100,0
18 0,50 10,0 5,0 50,0 0,0
19 1,00 20,0 5,0 100,0 100,0
20 1,00 20,0 3,0 50,0 100,0

2.2.3 Caracterizacao das formulagdes
Rendimento

O rendimento foi calculado pela relagdo entre a massa obtida de
microparticulas e a quantidade total de polimero e chalcona utilizada no
preparo das formulagGes. O resultado foi apresentado em porcentagem
conforme a equacgéo 2.
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microparticulas (mg)

Rendimento = ( ) x 100

Equacéo 2

polimero + chalcona (mg)

Determinacao do diametro médio e distribuicdo granulométrica

O didmetro médio e a distribuicdo granulométrica das
microparticulas foram avaliados por difracdo a laser em equipamento
Mastersizer 2000 Hydro, com luz monocromatica vermelha de um laser
de HeNe. Para a realizagdo destas analises as amostras foram dispersas
em agua destilada com auxilio de ultrassom por 10 minutos.

A distribuigdo granulométrica foi inferida a partir dos valores de
span e calculada conforme a equacdo 3. Os valores dggy, € digo
correspondem ao diametro médio menor ou igual a 90% e 10%
respectivamente da distribuicdo da populagdo dsqy corresponde o
didmetro da mediana e (D[4,3]) corresponde ao didmetro da esfera que
possui 0 mesmo volume médio das particulas constituintes do sistema,
este parametro assume que as particulas sdo esféricas e de mesmo
volume que as particulas reais.

d 909 - d 10%

Span = ——

d 509 }
Equagéo 3

Morfologia das particulas

As microparticulas foram analisadas quanto a formacdo e
aparéncia por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras
foram metalizadas com ouro e analisadas em aumento de 20 a 500
vezes, em microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM, disponivel no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME).

Eficiéncia de encapsulacéo (EE) e teor de QC2 nas microparticulas

Na quantificacdo da QC2 associada as microparticulas utilizou-
se a técnica de espectroscopia no UV/Vis. Para isto, uma curva padréo
foi construida preparando uma solu¢cdo mée de 1000 pg/mL em baldo
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volumétrico de 10 mL. A partir desta solucdo foram preparadas, em
triplicata, curvas de linearidade na faixa de 0,5 a 5,0 pg/mL. As
absorbancias obtidas foram representadas frente as concentracdes para a
construcdo da curva. A equacdo da reta foi obtida por regresséo linear e
o coeficiente de correlacdo calculado. A linearidade da curva analitica
foi avaliada em relacéo ao coeficiente de correlagdo (r), o qual deve ser
superior ou igual a 0,99 para que seja considerada linear (BRASIL,
2003).

Na determinacdo da EE exatamente cerca de 10 mg de
microparticulas foram solubilizadas em diclorometano e analisadas por
UV/Vis. Os valores de absorbancia foram substituidos na equacdo da
reta e desta forma foi definida a massa de chalcona encapsulada por
formulacdo em relacdo a massa total de chalcona utilizada, conforme
descrito na equagdo 4.

massa de chalcona encapsulada (mg)

EE%=( )x 100

Equacdo 4

massa total de chalcona utilizada (mg)

Para a determinacdo do teor foi calculada a massa de QC2
encapsulada em 100 mg de microparticulas, conforme descrito na
equacéo 5.

massa de chalcona encapsulada (mg)

Teor=( )x 100

massa de microparticulas (mg)

Equacédo 5

2.2.4 Otimizagdo da formulacio de microparticulas

A partir dos modelos matematicos gerados pelo planejamento
experimental, realizou-se a etapa de otimizacéo, estabelecendo-se como
principais critérios o tamanho de particula, a eficiéncia de encapsulacéo
e 0 teor de chalcona encapsulada. Com base nestes parametros, uma
formulacdo tedrica foi proposta. A formulacdo otimizada foi preparada e
0s resultados obtidos experimentalmente para estes parametros foram
comparados aos valores preditos pelo programa. Os resultados sédo
considerados reprodutiveis quando a diferenca entre o valor predito e o
obtido na prética foi inferior a 10%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREPARA(}AO DAS MICROPARTICULAS: ESTUDO DE
FORMULACAO

A técnica de evaporacdo ou extracdo do solvente a partir de uma
emulsdo o/a é a mais comumente utilizada para encapsular substancias
lipofilicas (JEFFERY; DAVIS; O'HAGAN, 1991; HUANG; CHUNG;
TZENG, 1997; WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008). Por esta técnica,
diversos fatores podem influenciar na obtencdo e caracteristicas das
microparticulas, sendo os mais discutidos (i) a concentracao,
composicdo e peso molecular do polimero; (ii) a concentracdo e a
natureza da substdncia a ser encapsulada; (iii) a concentracdo e a
natureza do agente emulsionante; (iv) a velocidade de agitacdo e (v) as
viscosidades e a razdo entre os volumes da fase dispersa (fase oleosa) e
dispersante (fase aquosa) (SANSDRAP, MOES, 1993; ZHANG et al.,
2008).

Devido & contribuicdo de todos esses fatores, faz-se necessério
um estudo detalhado de formulacdo, no qual a combinacdo de diferentes
variaveis permite estabelecer as condi¢cBes de obtencdo de sistemas
adequados para 0 uso a que se destina. No entanto, em um planejamento
fatorial completo, o ndmero de ensaios necessarios aumenta
rapidamente com o nimero de fatores investigados. Um planejamento
com cinco fatores, por exemplo, exigiria pelo menos 32 ensaios (2°), o
que demanda tempo e custos para realizar todos os ensaios. A medida
que o nimero de fatores aumenta, crescem as chances de que um ou
mais fatores ndo afetem significativamente a resposta, seja por meio de
efeitos principais, seja por meio de efeitos de interagdo (BARROS
NETO, 2002). Neste sentido, um planejamento reduzido, chamado de
planejamento fatorial fracionado, é uma escolha apropriada para um
estudo de formulacdo. No planejamento fatorial fracionado os
experimentos sdo escolhidos para gerar 0 maximo de variagdes com o
menor nimero de ensaios (GABRIELSSON; LINDBERG,
LUNDSTEDT, 2002).

Para o estudo proposto, no qual se estabeleceram como variaveis
a concentracdo do tensoativo da fase aquosa da emulsdo (PVA), a
guantidade de chalcona, o volume de fase orgénica da emulsdo, o
volume da fase externa aquosa e a presenca e volume de uma fase de
extracdo, o planejamento fatorial fracionado apresentou-se como uma
ferramenta adequada, capaz de avaliar a influéncia destas varidveis
sobre o rendimento, o tamanho de particula, a polidispersdo,
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representada pelo valor de span, bem como a obtencdo do méaximo de
encapsulagdo e teor de chalcona. Assim, um planejamento fatorial 2°*
com quatro pontos centrais foi construido, resultando em 20 diferentes
formulagdes. Os resultados deste estudo de formulacdo sdo apresentados
na tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos no estudo de caracterizagdo das microparticulas
obtidas usando delineamento fatorial 2°™.

Respostas
Experimento Rendimento  Tamanho Span EE Teor
(%) (pm) (%)  (mg/100mg)
1 99,64 113,31 0,67 83,76 3,21
2 92,88 140,29 0,81 81,80 2,99
3 90,88 124,80 0,71 83,56 3,29
4 93,60 109,79 0,87 83,85 3,15
5 95,26 127,60 0,75 92,99 3,55
6 95,80 134,03 0,64 7851 5,10
7 93,02 111,17 0,70 85,96 3,05
8 96,35 124,26 0,75 87,57 1,73
9 89,12 130,00 0,69 84,58 1,72
10 94,00 158,63 0,98 89,78 3,12
11 93,39 121,93 0,68 91,96 3,20
12 90,78 190,43 0,74 86,10 2,86
13 86,99 191,86 0,98 86,33 5,63
14 94,41 143,75 0,71 92,36 3,47
15 93,64 159,64 1,12 81,29 5,14
16 96,63 131,71 0,93 84,47 1,69
17 93,81 159,95 0,80 97,82 3,25
18 98,41 84,22 0,79 91,17 1,93
19 86,60 121,59 0,85 84,94 3,39
20 95,70 139,85 0,87 80,66 5,22

EE: Eficiéncia de encapsulagdo, Tamanho em um do didmetro da esfera
(D[4.3])
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Dois modelos sdo adequados para analisar os dados: ajustado
para curvatura e ndo ajustado. O primeiro estima um termo de curvatura
separado, enquanto o segundo tenta encaixar 0s pontos centrais usando
um modelo de interagdo (http://www.statease.com/dx8 man.html). O
segundo tipo de modelo de regressdo é utilizado quando os valores de
curvatura e falta de ajuste sdo ndo significativos. Quando testes de
curvatura aparecem como significativos, recomenda-se aumentar o
planejamento para superficie de resposta, mais adequada a testes de
predicao.

Para a estimativa de significancia do modelo, uma anéalise de
variancia (ANOVA) foi aplicada. Os modelos foram considerados
significantes quando o valor de probabilidade de significancia (p) foi
inferior a 0,05. A partir dos valores de p, representados na tabela 4,
podemos concluir que os modelos foram significantes para todas as
respostas.

O método de regressdo por minimos quadrados foi utilizado para
a estimativa dos coeficientes da funcdo polinomial (equagdo 1, item
2..2.2 de Materiais e Métodos). As equagdes resultantes para as
respostas rendimento (Y1), tamanho de particula (Y2), polidispersdo
(Y3), eficiéncia de encapsulacdo (Y4) e teor de QC2 (Y5) estdo
descritas abaixo.

Y1 (%) = 93,54+ 0914 -0,50B + 0,55C — 2,14D — 1,70E — 1,40BD
—1,23CD

Equacéo 6

Y2 (um) = 13594 — 4,334+ 0,72B — 18,68C + 7,98D + 10,76 + 7,37AC
— 6,52AF — 6,25DE

Equacéo 7

Y3 = 0,80+ 0,0244 + 0,15B — 0,042C + 0,51D + 0,016E — 0,037BC
+ 0,040BD — 0,067CD — 0,047DE

Equacéo 8


http://www.statease.com/dx8_man.html
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Y4 (%) = 86,16 — 0,0364 — 2,59B + 0,037C + 0,39D + 0,64D — 1,31AB
—1,41AC + 2,27BC + 1,58BE — 1,86CD

Equacédo 9

m,
Y5 ( g ) =3,33-0,0234+0,94B — 0,81C + 0,033D + 0,038E
100mg

Equagdo 10
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Tabela 4. Termos do modelo significante, valores dos coeficientes de regressdo e valores de p para as respostas rendimento,
tamanho de particula, polidispersdo, eficiéncia de encapsulacéo e teor de QC2.

Rendimento Tamanho de particula (um) Span EE Teor (mg/100mg)
(2F1) (2F1) (2F1) (2F1)
coeficiente p Coeficiente p coeficiente p coeficiente p coeficiente p
Modelo - <0.0001 - 0,0023 -- 0,01 -- 0,019 -- <0.0001
Intercepto 93,54 -- 195,94 -- 0,80 -- 86,47 -- 3,33 --
A 0,91 0,0239 -4,33 0,2444 0,024 0,225 -0,036 0,959 -0,023 0,7262
B -0,50 0,1769 0,72 0,8414 0,015 0,448 -2,59 0,005 0,94 <0.0001
C 0,55 0,1401 -18,68 0,0003 -0,042 0,046 0,037 0,958 -0,81 <0.0001
D -2,14 < 0.0001 7,98 0,0447 0,051 0,020 0,39 0,584 0,033 0,6206
E -1,70 0,0005 10,76 0,0110 0,016 0,396 0,64 0,373 0,038 0,5638
AB -- -- - - - -- -1,31 0,091 - -
AC - - 7,37 0,0606 -- - -1,41 0,072 -- --
AE -- -- -6,52 0,0914 - - - - - -
BC - - -- -- -0,037 0,073 2,27 0,010 -- --
BD -1,40 0,0019 -- -- 0,040 0,06 - - - -
BE -- -- - - - - 1,58 0,048 - -
CD -1,23 0,0044 -- -- -0,067  0,0044 -1,86 0,026 - -
DE -6,25 0,1036 -0,047 0,03 - -
Falta de ajuste 0,2721 0,8411 0,6843 0,3770 0,3888
R? 0,9036 0,8335 0,8166 0,8561 0,9638
Adequacédo 14,918 11,005 8,794 8,800 25,949

Curvatura 0,8953 0,1290 0,4030 0,1157 0,1497
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Para o planejamento fatorial fracionado foi utilizado o modelo de
regressdo ndo ajustado, o que inclui os pontos centrais na analise. Esse
tipo de modelo de regressao é utilizado quando os valores de curvatura e
falta de ajuste sdo ndo significativos e 0 modelo é significativo. Como
pode ser visualizado na tabela 4, todos os quesitos foram atendidos,
sendo assim este modelo de regresséo foi considerado apropriado para
predicdo e otimizacgdo de uma formulagéo a partir deste planejamento.

3.2 RENDIMENTO

O rendimento corresponde a relacdo entre a massa obtida de
microparticulas no final do processo e a soma das massas de polimero e
de chalcona utilizados no preparo de cada formulagdo. Como pode ser
observado na tabela 3, os valores de rendimento variaram entre 86,6 €
99,6 %. Pela andlise de variancia apresentada na tabela 4 foi possivel
observar que o rendimento foi influenciado principalmente pelo volume
de fase aquosa (fator D), volume de extragdo (fator E), bem como pelas
interacGes entre os fatores B/D e C/D.

L
~ 980 g
T iy Vi O
T o B g e
X LFGLZ TS 7
o %0 S22
vy

50.0

Rendimento
@
2
>

750
D: Fase aquosa (mL)

15.00

B: QC2 chalcona (mg) 10.00 7100.0

Figura 3. Gréfico tridimensional dos resultados obtidos para o rendimento
avaliando a interagéo dos fatores B e D, quantidade de chalcona x volume da
fase aquosa. Os demais termos encontram-se no nivel central.

Na figura 3, que representa a interacdo entre os fatores B e D,
guantidade de chalcona x volume de fase aquosa, foi possivel visualizar
que o maior rendimento foi obtido em maior quantidade de chalcona (B)
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para 0 menor volume de fase aquosa (D), sendo este Gltimo o fator com
maior contribuicdo para esta resposta (p< 0.0001).
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Rendimento
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D: Fase aquosa (mL)

15.00

B: QC2 chalcona (mg) 10001000

Figura 4. Gréfico tridimensional dos resultados obtidos para o rendimento
avaliando a interacdo dos fatores C e D, volume de fase orgénica x volume de
fase aquosa. Os demais termos encontram-se no nivel central.

Para a interacdo CD, volume de fase organica x volume de fase
aquosa, demonstrada na figura 4, observou-se que o maior rendimento
foi alcangado na condicdo de menor volume de fase aquosa (D) e maior
volume de fase orgénica (C). Considerando a concentracdo constante da
fase orgénica da emulsdo, um maior volume desta fase representa uma
maior quantidade de polimero na formulag&o.

3.3 AVNALIAQAO DO TAMANHO MEDIO DE PARTICULA,
DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA E MORFOLOGIA DAS
MICROPARTICULAS

Os resultados da determinacdo de tamanho médio de particula e
distribuicdo granulométrica (inferida pelo valor de span) séo
apresentados na tabela 3.

O tamanho médio de particula variou entre 84,22 e 191,86 um, e
a analise de varidncia (tabela 4) indica que este pardmetro foi
influenciado principalmente pelos fatores volume da fase orgénica (C) e
fase de extragdo (E).
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Figura 5. Grafico tridimensional dos resultados obtidos para o tamanho de
particula a partir dos fatores C e E volume de fase orgénica x fase de extracdo.

Os demais fatores encontram-se no nivel central.

No grafico tridimensional apresentado na figura 5 foi possivel
observar que o tamanho de particula foi influenciado principalmente
pelo fator C (p=0,0003). Quando avaliada a condi¢cdo de menor volume
de fase organica x maior volume de fase de extracdo foram observados
0s maiores tamanhos de particula.

O span relaciona os valores de diametro de particula
correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % da distribuicdo acumulada para
uma determinada amostra e um baixo valor de span indica uma estreita
faixa de tamanhos. Os valores de span para todas as formulacfes
variaram entre 0,64 e 1,12 (tabela 3) sendo influenciados principalmente
pela interagdo entre os fatores C e D, volume de fase organica x volume
da fase aquosa (p=0,0044).
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Figura 6. Gréafico de interacdo entre os fatores volume de fase orgéanica e
volume de fase aquosa (C e D) utilizados no preparo das microparticulas para a
resposta Span (polidispersdo). Fase aquosa: linha vermelha (&) 100 mL, linha
preta (=) 50 mL.

A figura 6 demonstra que quanto maior for a razdo entre os
volumes de FO/FA, maior é a variacdo do tamanho das microparticulas.
No entanto, mesmo havendo diferenca estatisticamente significativa, as
diversas formulagdes podem ser consideradas homogéneas quanto ao
tamanho de particula. Os baixos valores de span permitem afirmar que
todas as formulagdes testadas apresentam uma baixa polidisperséo.

Quanto a morfologia das microparticulas, foi observado que todas
as formulagdes desenvolvidas formaram particulas esféricas de
superficie lisa. A figura 7 é representativa de todos os sistemas
microparticulados desenvolvidos no estudo de formulagéo.

21

Figura 7. Micrografia representativa dos sistemas microparticulados
desenvolvidos no estudo de formulagdo
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3.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO E TEOR DE
CHALCONA

A eficiéncia de encapsulacdo é a razdo percentual entre a
guantidade de farmaco associado as microparticulas e a quantidade total
usado na formulagdo (WISCHKE, SCHWENDEMAN, 2008). No caso
da preparacéo de microparticulas pela técnica de evaporacdo do solvente
a partir de uma emulsdo, duas etapas sdo criticas, uma vez que podem
levar a uma perda consideravel de farmaco: (i) a etapa de evaporacao do
solvente, enquanto a particula ainda néo estd solida e pode ocorrer a
difusdo do farmaco para a fase continua da emulsdo e (ii) a etapa de
lavagem para remocdao dos residuos de tensoativo, quando as moléculas
gue ndo estdo efetivamente associadas ao sistema séo eliminadas. Desta
forma, o célculo da eficiéncia de encapsulagéo envolve necessariamente
0 desenvolvimento de uma metodologia capaz de extrair
guantitativamente o farmaco associado as microparticulas e quantifica-
lo sem a interferéncia dos outros constituintes do sistema.

A dissolucdo das amostras em diclorometano e a posterior
quantificacdo da QC2 nas solucgdes resultantes por espectrofotometria
mostrou-se um método adequado para avaliar a eficiéncia de
encapsulacdo nas formulagdes. Como demonstrado na figura 8, o
método foi considerado especifico para a quantificacdo da chalcona
QC2, uma vez que as amostras brancas submetidas ao mesmo
tratamento ndo apresentaram absorbancia no comprimento de onda
utilizado no estudo, 322 nm.
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Figura 8. Espectro de absor¢do no UV. Linha tracejada MCP de PLGA brancas,
linha continua solucéo de QC2 em diclorometano 5,0 pg/mL.

Curvas de calibragio de QC2 em diclorometano foram
construidas em triplicata para avaliar a linearidade do método. A figura
9 exibe uma curva de calibragdo de QC2 em diclorometano, que foi
linear na concentracdo de 0,5 a 5,0 pg/mL com coeficiente de correlagio
de 0,9999 (y=0,1093x+0,0064).

Curva de calibracdo UV - Diclorometano
0,6 .
0,5
04 //
0,3
0,2
o1 - ¥ =0,1093x + 0,0064
’ & R?=0,9999
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Figura 9. Curva de calibracdo da chalcona QC2 em diclorometano por
espectrofotometria UV. Deteccéo a 322 nm.

A EE para todas as formulagBes variou entre 78,5 a 97,8 %
(tabela 3). Estes altos valores podem ser atribuidos a lipofilicidade da
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molécula QC2, que, devido a esta caracteristica, apresenta uma maior
afinidade pela fase organica em relagdo a fase aquosa. Assim, a difuséo
da substancia ativa para 0 meio aquoso durante a etapa de solidificacdo é
reduzida, favorecendo sua associagdo as  microparticulas
(HOMBREIRO-PEREZ et al., 2003; FREIBERG; ZHU, 2004b;
HOLGADO et al., 2008). A analise de variancia apresentada na tabela 4
indica que as interagdes mais significativas sobre a eficiéncia de
encapsulacdo foram BC, quantidade de chalcona x volume de fase
organica (p=0,010), e CD, volume de fase organica x volume de fase
aquosa (p=0,026).

100 - C: Fase orgénica (mL)

95 —|

89 —|

EE (%)

84 —|

78 —

T T T T T T
10.0 120 140 16.0 18.0 200

B: QC2 chalcona (mg)

Figura 10. Gréfico de interagdo entre os fatores B e C, quantidade de chalcona x
volume de fase organica, para a avaliacdo da eficiéncia de encapsulagdo. Linha
preta: 3 mL, linha vermelha: 5 mL de fase organica.

Como pode ser visualizada na figura 10, a EE é dependente do
volume de fase orgénica. Ao avaliar a condigdo de menor volume de FO
(3 mL) foi possivel observar que a medida que aumenta a concentracéo
de chalcona, reduz-se a EE. Este resultado pode indicar que a
guantidade de chalcona adicionada na formulacéo excedeu a capacidade
de encapsulacdo pelo polimero. Uma vez que EE representa um valor
percentual de substdncia encapsulada sobre a quantidade inicial da
substancia ativa, quando o limite de encapsulacdo é atingido o valor de
EE comeca a baixar, refletindo a quantidade de chalcona livre que é
eliminada durante a etapa de lavagem (MAO et al., 2007; DASHORA,
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SARAF, 2007; CHOI et al., 2011; GAIGNAUX et al., 2012). Ja para
um maior volume de FO ndo foram observadas varia¢des para a EE com
0 aumento da concentragdo de chalcona, o que reforca a suposi¢do de
haver excedido o limite de encapsulacdo do polimero discutida
anteriormente.

Para a interacdo CD volume de fase organica x volume de fase
aquosa, 0 aumento da EE se deu com o aumento do volume de FA e
redugdo do volume FO, sendo esta interagdo estatisticamente
significativa (tabela 4).

Os altos valores de encapsulacdo observados podem ser
atribuidos & baixa solubilidade da QC2 em meio aquoso, em conjunto
com a técnica de extracdo do solvente pelo aumento da fase aquosa
externa da emulsdo. A extracdo favorece a particdo do solvente, o que
resulta na rapida formacéo de um filme polimérico sdlido na camada
mais externa da goticula atuando como barreira de difusdo para a
substancia ativa (FREITAS; MERKLE, GANDER, 2005).

O teor de QC2 nas microparticulas foi de 1,7 a 5,6 mg/100 mg.
Pode-se observar, pela andlise da tabela 4, que os fatores que mais
influenciaram o teor foram a quantidade de chalcona e volume de fase
organica.

Teor (mg/100mg)

200 20.00

Woo
C: Fase organica (mL) B: QC2 chalcona (mg)

5.00 10.00

Figura 11. Gréfico tridimensional avaliando a interagdo entre os fatores
quantidade de chalcona e volume de FO para a resposta teor de chalcona
mg/100mg de microparticulas.

A figura 11 demonstra a interagdo entre os fatores B e C para a
resposta teor. Como é possivel observar a medida que aumenta a
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concentracdo de chalcona e reduz o volume de FO maiores teores de
QC2 sdo obtidos. Desta forma, quanto maior for o teor final, menor seréa
a gquantidade de microparticula de PLGA necessaria para veicular
guantidade especifica de QC2. Isto pode ser vantajoso, pois pode
eliminar parte dos efeitos causados pelo uso de grandes quantidades de
polimero (CHOI et al., 2011). Os demais fatores ndo foram
estatisticamente significantes para esta resposta (tabela4).

3.5 QTIMIZAC}AO A PARTIR DO ESTUDO DE
FORMULACAO

Para estabelecer as condigBes de obtencdo de uma formulagdo
otimizada a partir das respostas consideradas mais importantes neste
estudo (tamanho de microparticulas, eficiéncia de encapsulacéo e teor de
chalcona) foi utilizada a fungdo desejabilidade, que combina os niveis
de respostas dos fatores avaliando um equilibrio favoravel entre as
mesmas. A desejabilidade pode variar de 0 a 1, sendo que os valores
otimos relacionados a cada resposta correspondem a 1 (DERRINGER,
SUICH, 1980).

O objetivo principal da etapa de otimizacdo para este trabalho foi
encontrar a condicdo na qual tenhamos a maior concentracdo de
chalcona em mg por 100 mg de microparticulas (teor) e com 0 maximo
de EE. O ponto 6timo encontrado pela avaliagdo dos resultados
experimentais foi caracterizado pelo valor de desejabilidade de 0,927
gue demonstra 0 madximo de teor de chalcona sem prejuizo da EE.
Dentro do campo experimental estudado, as melhores condi¢des foram:

— concentragdo de PVA na fase aquosa da emuls&o, 0,5 % m/m;

— volume de fase organica, 3 mL (concentracdo de polimero 100
mg/mL);

— volume da fase aquosa da emulsdo, 100 mL;

— volume da fase de extragdo, 100 mL.

A tabela 5 demonstra a comparacdo entre os valores preditos e
obtidos experimentalmente, sendo possivel visualizar uma grande
similaridade entre as resposta preditas pelos modelos matematicos e as
respostas obtidas experimentalmente, com inferiores a 10 %.
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Tabela 5. Comparacdo entre valores preditos e obtidos
experimentalmente no processo de otimizacdo

Otimizacgéo Tamanho EE Teor
Predito 186,0 85,7 5,2
Obtido experimentalmente 1919 86,3 5,6
Variacgao (%) + 3,17 + 0,70 + 7,69

Respostas: Tamanho (um), EE eficiéncia de encapsulagdo em porcentagem e
teor (mg/100mg).

Na figura 12 foi possivel observar que a tendéncia (tons
avermelhados do grafico) de aumento do teor ocorre na condicdo de
maior quantidade de chalcona e reduzido volume de FO. Devido a
influéncia positiva observada para o fator concentragdo de chalcona,
optou-se por avalid-lo em concentragcfes maiores. Para confirmacédo
desta hipotese foram mantidos os demais fatores ja otimizados,
aumentado apenas a concentracdo de chalcona na formulacdo para (25,
30 e 35 mg). Os demais fatores de formulagdo e materiais foram aqueles
anteriormente descritos.

Desirability

2000 — ey

B: QC2 chalcona (mg)

C: Fase organica (mL)

Figura 12. Representacdo grafica da desejabilidade entre montante de chalcona
e volume de fase organica. Demais condi¢des: 0,5 % de PVA, 3 mL de FO, 100
mL de FA, 100 mL de fase de extracao.

Como é possivel observar na tabela 6, com o aumento da
concentracdo de chalcona houve um acréscimo na EE até o limite de 30
mg de QC2 em 3 mL de fase organica. No entanto, nas formulagdes
preparada com 35 mg de QC2 foi observada uma reducéo na EE, o que
pode estar relacionado a saturacdo do sistema microparticulado.
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Tabela 6. Avaliacdo do sistema otimizado com o aumento da
concentracdo de chalcona para as respostas EE e teor

QC2 (mg) Rendimento EE Teor (mg/100mg)
25 94,84 + 1,50 92,75+ 0,16 9,18 + 0,16
30 93,50 + 2,55 96,90 + 1,97 9,59+ 1,97
35 90,12 + 2,67 89,11+176 9,36+ 1,76

Conforme analise de variancia, o valore de F.y. para EE foi de
14,90 e 0 F « de 5,15. Com este resultado foi possivel inferir que a
concentracdo de chalcona apresenta diferenca estatistica para esta
resposta (p = 0,005). Com relacdo ao teor, ndo foram observadas
diferencas significativas (Fcac = 4,0; Fere = 5,15).

Sendo assim, o sistema microparticulado otimizado foi definido
com a seguinte composicdo: 30 mg de chalcona, 100 mL de FA a 0,5%
de PVA, 3 mL de FO (300 mg de PLGA) e 100 mL de fase de extracao.



CAPITULO 2

Desenvolvimento e avaliacdo dos sistemas microparticulados a partir
da formulacéo otimizada.
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1. INTRODUCAO

O desafio que representa o desenvolvimento de novos sistemas de
liberagdo modificada de farmacos tem estimulado indmeros
investimentos na investigacdo cientifica na &rea de tecnologia
farmacéutica nas ultimas décadas.

A microencapsulacdo € um método bem estabelecido para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacdo controlada ou
prolongada. Estes sistemas apresentam inlimeras vantagens em relagéo
aos sistemas unitarios, entre as quais se podem citar a distribuicdo
répida e uniforme pelo trato gastrointestinal, melhor efeito terapéutico,
menor varia¢ao na biodisponibilidade, possibilidade de fracionamento e
ajuste de dose (KIM, et al., 2005; GERWIN; HOPS; LUCKE, 2006).
Todas estas vantagens tornam estes sistemas particularmente
interessantes para o tratamento de patologias crbnicas, uma vez que
podem contribuir consideravelmente com a melhora da qualidade de
vida destes pacientes.

No estudo realizado para avaliar a potencial atividade de
chalconas no tratamento do diabetes melito, além da chalcona QC2, ja
amplamente discutida no capitulo 1, outras chalconas da série 2 quilonil
chalcona . Nestes estudos, realizados por Pereira e colaboradores (2011),
também apresentou uma atividade relevante a chalcona QC10, que
demonstrou uma atividade de secre¢do tardia da insulina, aumentando a
secrecdo de insulina em 164 % apds 60 minutos, em relagdo ao grupo
controle hiperglicémico, além de promover a reducdo da atividade da
enzima maltase, atividades ndo evidenciadas para a chalcona QC2. No
entanto, ambas chalconas promovem incremento do glicogénio hepatico
e muscular reduzindo a glicemia.

Assim, um novo estudo envolvendo estas duas chalconas, QC2 e
QC10, foi planejado, utilizando como ponto de partida a formulagéo
otimizada no estudo de formulagdo descrito no capitulo 1. Como uma
alternativa para desenvolvimento de uma formula¢do de menor custo e
com caracteristicas de liberacdo controlada foi utilizado o polimero
Eudragit® RS100.

O Eudragit® RS100 é um copolimero de poli(etilacrilato, metil-
metacrilato e clorotrimetil aménio etil-metacrilato) que contém uma
baixa concentracdo de grupos de amoénio quaterndrio (4,5 a 6,8%)
(HAZNEDAR, DORTUNGC, 2004). Os grupos amdnio conferem ao
polimero caracteristicas hidrofilicas, aumentando a permeabilidade do
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polimero, proporcionando baixa permeabilidade, permitindo a producéo
de formulacdes de liberagdo sustentada (ESPOSITO et al., 2002), porem
com caracteristicas de liberagcdo mais rapidas quando comparadas com o
PLGA.

Este capitulo trata da preparacdo e caracterizacdo de sistemas
microparticulados preparados utilizando os polimeros Eudragit® RS$100
e PLGA e as chalconas QC2 e QC10. Inicialmente sdo descritas as
condicBes de preparo dos sistemas microparticulados e, a seguir, a
caracterizacdo dos mesmos quanto ao tamanho, polidispersdo,
morfologia, além da avaliacdo da pureza, fusdo e compatibilidade entre
os componentes da formulacdo e grau de cristalinidade das amostras.
Um estudo do comportamento de liberacdo apresentado pelas
microparticulas in vitro foi realizado. Por fim, a atividade anti-
hiperglicémica in vivo das chalconas microencapsuladas foi avaliada em
modelos de ratos hiperglicémicos.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS
2.1.1 Matérias — primas

Acido poli(latico-co-glicélico) (PLGA, 50:50) Resomer® 503
Boehringer Ingelheim

Eudragit® RS100 poli(etilacrilato, metil-metacrilato e clorotrimetil
amonio etil metacrilato) 1:2:0:1
6-quinolinachalcona-(2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-
ona (chalcona QC2) Massa molar 273,32 g/mol.

6-quinolina  N-Oxidochalconas-(2E)-  1-(4-Metil-fenil)-3-(1-6xide-6-
quinolinil)-2-propen-1-ona (chalcona QC10). Massa molar 289,33
g/mol.

2.1.2 Solventes, solucGes e reagentes

Agua ultra puraMilli-Q

Agua purificada

Alcool polivinilico - PVA (Molwiol 40-88 Sigma—Aldrich)
Diclorometano P.A. (Qhemis)

Glicose PP (Gold Analisa Diagndstica LTDA)

Fosfato de sodio dibasico P.A (Vetec Quimica Fina)
Fosfato de s6dio monobasico anidro P.A (NUCLEAR)
Laurilsulfato de sédio (Vetec Quimica Fina)

2.1.3 Aparelhos e equipamentos

Agitador magnético ARE Heating Magnetic Stirrer VELP Scientifica
Aparelho de hidrodestilacdo FABBE

Balanca OhausAnalytical Standard

Banho de Ultrassom — UltraSonicCleaner USC 700 Unique

Bomba de véacuo

Calorimetro exploratério diferencial DSC-50 (Shimadzu)

Centrifuga Sigma 4K15

Coluna C8 (5 um, 250 x 4,6 mm) Perkin Elmer

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer, equipado com:
Auto sampler Perkin Elmer Series 200

Bomba binéria Series 200
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Degasser a vacuo Perkin Elmer Series 200

Detector UV/Vis Series 200

Interface 600 Series LINK

Difratdmetro a laser Mastersizer 2000 (Malvern Instruments)
Difratbmetro de raio-XX’Pert PRO (PANalytical) equipado com
detector X’Celerator

Espectrofotdmetro Shimadzu UV/Vis 2000 (Shimadzu)
Espectrofotdmetro GBC Scientific EquipmentPty LTDA

Freezer Consul 180

LiofilizadorTerroni LD 1500

Microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM — 6390LV (Jeol Ltda.)
pHmetro Oakton, pH 5 Acorn series

Recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica Microsystems)
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2.2 METODOS

Obtenc¢éo das amostras

As chalconas6quinolinachalcona - (2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(6-
quinolinil)-2-propen-1-ona (chalcona QC2) e 6-quinolina N-0xido
chalconas-(2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(1-6xide-6-quinolinil)-2-propen-1-
ona (chalcona QC10) foram sintetizadas e cedidas pela equipe do
Professor Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti do Departamento de Quimica
desta Universidade.

2.2.1 Preparacdo das microparticulas contendo as chalconas
QC2e QC10

As microparticulas foram preparadas pela técnica de emulsdo o/a
com extracdo do solvente, adaptado de Wischke e colaboradores (2008).
Os pardmetros de formulagdo, tanto no que diz respeito & composi¢do
como & técnica de preparagdo, foram estabelecidos de acordo com a
formulagdo otimizada a partir do estudo de formulagdo descrito no
capitulo 1. Para a obtencdo da fase organica (FO), 300 mg dos
polimeros (PLGA 503 ou Eudragit®RS100) e 30 mg das chalconas
(QC2 ou QC10) foram solubilizados em 3 mL de diclorometano com
auxilio de banho de ultrassom. Esta solucdo foi transferida para um
béquer contendo 100 mL da solucdo de PVA 0,5% (m/m) (fase aquosa
da emulsdo, FA) sob agitacdo magnética de 750 rpm, obtendo assim a
emulsdo o/a. Trés minutos apés a formacdo da emulsdo, foram
adicionados 100 mL da solucdo de PVA 0,1% (fase de extracdo, FE),
para induzir a extracdo do solvente. As demais operagdes foram
conduzidas conforme metodologia descrita no item 2.2.1 do capitulo 1.
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2.2.2 Validacdo da metodologia analitica por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A metodologia analitica foi validada segundo os critérios
propostos pelo ICH (International Conference on Harmonization of
Thechinical Requirements for Registration of Human Use) de 2005 e a
resolucdo da ANVISA RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL,
2003). Os parametros avaliados foram especificidade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, limite de
quantificacdo e limite de deteccdo.

Sistema Cromatograéfico.

As analises foram realizadas em um cromatografo Perkin Elmer
equipado com detector UV/Vis ajustado em 322 nm para a molécula
QC2 e 306 nm para QC10. Os experimentos foram executados em
coluna Perkin Elmer Cg de fase reversa (5 um, 250 x 4,6 mm) adaptada
a uma pré-coluna Phenomenex ODS (4,0 x 3,0 mm). O sistema foi
operado isocraticamente a 25 °C utilizando como fase movel
metanol:dgua (80:20 V/V) para os sistemas contendo o polimero
Eudragit®RS100 e solucdo metandlica de NaOH 0,1 N:4gua (80:20
V/V) para os sistemas a base de PLGA 503.

A fase movel para os diferentes sistemas foi preparada
diariamente, filtrada em membrana PVDF (Fluoreto de Polivinilideno)
de didmetro de poro de 0,45 um e desgaseificada em banho de ultrassom
por 10 minutos antes do uso. O fluxo da fase mével foi de 0,8 mL/min e
0 volume de injecdo de 10upL. As amostras foram injetadas no
cromatografo por um injetor automético e a aquisi¢do dos dados foi
obtida utilizando o software TotalChrom®.

Curva analitica, linearidade e intervalo

Para a obtencdo das curvas analiticas foram preparadas soluctes
de QC2 e QC10 nas concentracdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 16,0; 20,0; 24,0;
30,0 e 40,0 pg/mL. As solugdes foram filtradas através de membranas
de PVDF de diametro de poro de 0,45 pum e injetadas no cromatégrafo
por um injetor automatico.

As areas dos picos foram representadas frente as concentracoes
para a construcdo da curva. A equacao da reta foi obtida por regressdo
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linear e o coeficiente de correlacdo calculado. Para que a curva seja
considerada linear o coeficiente de correlagdo (r) deve ser r > 0,99
(BRASIL, 2003).

Especificidade do método

A especificidade do método foi avaliada através da andlise
comparativa de cromatogramas obtidos com microparticulas brancas
solubilizadas em metanol ou solugdo metandlica de NaOH 0,1N com
aqueles obtidos com solugdes das chalconas QC2 ou QC10. Para o
método ser considerado especifico nenhum dos demais componentes
presentes na formulacdo (diferentes polimeros PLGA ou Eudragit®
RS100) devem eluir com 0 mesmo tempo de retencdo das substancias
ativas.

Precisdo e exatidado (E)

A precisao e a exatiddo do método analitico foram determinadas
por analises inter-dia.

A precisdo consiste na habilidade do método em reproduzir o
mesmo resultado independente do intervalo entre as analises. Para isso
foram realizados os seguintes testes:

Precisdo intermediaria: expressa a precisdao em diferentes dias.
Na validacdo dos métodos em questdo as concentracBes 16,0; 20,0 e
24,0 pg/mL foram injetadas trés vezes em trés dias diferentes. O desvio
padrdo relativo foi calculado, ndo devendo ser maior do que 5,0 %
(BRASIL, 2003).

Repetibilidade: expressa a precisdo sob as mesmas condigdes de
operacdo num curto periodo de tempo. Na validagdo do método acima
descrito, a concentracdo teste de 20,0 pg/mL foi injetada seis vezes no
mesmo dia. Desta forma foi possivel calcular o desvio padrao relativo,
ndo devendo este ser maior do que 5,0 % (BRASIL, 2003).

A exatidao (equacdo 11) consiste na concordancia entre o valor
encontrado pelo método e o valor aceito como verdadeiro (% de
recuperacdo) (BRASIL, 2003). A porcentagem de recuperacdo deve
ficar entre 95 — 105 %.
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conc. obtida — conc. real

Exatiddo= ( )x 100

Equacéo 11

conc.real

Limite de quantificagdo (LQ)

Consiste na menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitiveis sob as condicfes
experimentais estabelecidas. O LQ foi determinado conforme a equacéo
12.

_dpx10
S

LQ
Equacéo 12

onde: dp é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de trés
curvas analiticas construidas contendo concentragbes do farmaco
préximas ao suposto limite de quantificacdo; S é midia da inclinacdo da
curva analitica; 10 é utilizado com base na relacdo de dez vezes o ruido
da linha de base.

Limite de deteccdo (LD)

Consiste na menor concentracdo do analito que produz resposta
considerada detectdvel. Normalmente é avaliada pela relacdo
sinal:ruido, em uma proporg¢do 3,3:1. O LD foi determinado conforme
equacdo 13.

dpx3,3
D=
S

Equacéo 13

onde: dp é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de trés
curvas analiticas construidas contendo concentragcbes do farmaco
préximas ao suposto limite de quantificacdo; S € a média da inclinacéo
da curva analitica; 3,3 é utilizado com base na relagdo de 3,3 vezes o
ruido da linha de base.
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2.2.3 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo (EE) e teor
de chalconas nos sistemas microparticulados

Cerca de 10 mg de microparticulas foram exatamente pesados e
transferidos para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Dependendo do
sistema microparticulado o volume foi completado com metanol
(microparticulas de Eudragit®) ou solucdo metanélica de NaOH 0,1N
(microparticulas de PLGA). As misturas foram mantidas em agitagéo
magnética por um periodo de 2 horas até a completa solubilizagdo dos
polimeros e das chalconas. As aliquotas foram filtradas através de
membranas de PVDF de diametro de poro de 0,45 um e injetadas no
cromatdgrafo. Para o célculo de EE procedeu-se a correcdo das areas em
fungdo da diluicho. Os valores das areas foram substituidos na equacéo
da reta obtida por CLAE e, desta forma, foi determinada a massa de
chalcona encapsulada em relagdo a massa total de chalcona utilizada em
cada formulagéo, conforme descrito na equagéo 14.

massa de chalcona encapsulada (mg)

EE%:( )x 100

Equacéo 14

massa total de chalcona utilizada (mg)

O teor de chalcona para cada formulacdo foi expresso como mg
de chalcona por 100 mg de microparticulas, conforme descrito na
equacdo 15.

massa de chalcona encapsulada (mg)

Te0r=( >x 100

Equacéo 15

massa de microparticulas (mg)

2.2.4  Caracterizagdo  fisico-quimica  dos  sistemas
microparticulados

Rendimento

O rendimento foi calculado com base na massa obtida de
microparticulas para cada formulagdo em relagdo a quantidade total de
polimero e chalcona utilizada no preparo das mesmas. O resultado foi
apresentado em porcentagem, conforme equacéo 16.



84

microparticulas (mg)

Rendimento = ( ) x 100

Equacéo 16

polimero + chalcona (mg)

Diametro médio e distribuicao granulométrica

O didmetro médio e a distribuicdo granulométrica das
microparticulas foram avaliados por difracdo a laser em equipamento
Mastersizer 2000 Hydro, com luz monocromatica vermelha de um laser
de HeNe. Para a realizagdo destas analises as amostras foram dispersas
em agua destilada com auxilio de ultrassom.

A distribuicdo granulométrica foi referida como span, calculada
conforme a equagéo 17.

d 90% - d 10%
Span = ——
d s0%

Equacdo 17

Morfologia das microparticulas

As formulagbes de microparticulas foram analisadas quanto a
formacéo e morfologia por MEV. As amostras foram metalizadas em
ouro e analisadas nos aumentos de 20 a 400 vezes, em microscopio
eletrnico de varredura, disponivel no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.

2.2.5 Andlise termogravimétrica (TGA) e Calorimetria
Exploratéria Diferencial (CED)

As analises termogravimétricas foram obtidas em célula TGA-
50 sob atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de (50 mL/min),
razdo de aquecimento de 10 °C/min em cadinho de platina contendo
massas das chalconas de aproximadamente 3 mg.

As anélises por calorimetria exploratdria diferencial foram
realizadas em equipamento DSC 60 (Shimadzu), equipado com
controlador de fluxo para gas de purga (N,) FC-60, integrador TA-
60WS e software de controle e analise TA-60 verséo 2.0.
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Para realizar as andlises, a exatamente cerca de 2 mg das
amostras ou matérias-primas foram transferidos para cadinhos de
aluminio, os quais foram selados e colocados no forno do calorimetro
exploratdrio. As analises foram conduzidas sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (50 mL/ min) com razdo de aquecimento de 10 °C/min.

2.2.6 Andlise de difracdo de Raio—X

As amostras e matérias-primas foram colocadas em um porta
amostra e analisadas a temperatura ambiente nos angulos (26) de 3° a
60° com passo de 0,03° em tempo de 1 segundo utilizando um
difratdmetro de raios-X equipado com detector X’Celerator. Para a
emissdo de raios-X foi utilizado &nodo de cobre, que emite radiagédo Ka,
com comprimento de 1,5418 A, fluxo definido pela voltagem de 45 kV
e intensidade de 40 mA.

2.2.7 Avaliacdo do perfil de liberagdo dos sistemas
microparticulados

Preparacdo das curvas analiticas das chalconas QC2 e QC10 no
meio de dissolugdo

O preparo das curvas analiticas foi conduzido conforme descrito
no item “Curva analitica, linearidade e intervalo” utilizando como
solvente para as diluicdes uma solucdo de tampédo fosfato pH 7,4 (100
mM) contendo 0,5 % de lauril sulfato de sédio.

Avaliacdo da solubilidade das chalconas QC2 e QC10 no meio de
dissolucao

A solubilidade das chalconas QC2 e QC10 em tampao fosfato pH
7,4 contendo 0,5 % de lauril sulfato de s6dio foi estimada. Para isso, dez
mililitros do meio e um excesso das chalconas foram transferidos a um
frasco &mbar, obtendo assim uma suspensdo. As suspensdes foram
mantidas aquecidas a 37 °C em banho-maria sob agitacdo magnética a
150 rpm por 24 horas. O contetido do frasco foi centrifugado a 2500
rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi filtrado imediatamente em
filtro de membrana PVDF 0,45 um. Os filtrados foram injetados
diretamente no cromatodgrafo. As areas obtidas foram substituidas na
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equacdo da reta, previamente determinada. Este procedimento foi
realizado em triplicata.

Ensaio de liberacdo

A liberacdo das chalconas a partir dos sistemas microparticulado
em solucdo de tampédo fosfato (100 mM) contendo 0,5 % de lauril
sulfato de sddio foi avaliada. Inicialmente, 50 mg de cada uma das
amostras microparticulas, Eudragit/QC2, Eudragit/QC10, PLGA/QC2 e
PLGA/QC10, foram pesadas em triplicata e transferidos para frascos
contendo 150,0 mL do meio de liberagéo, sendo mantidos a 37 £ 0,5 °C
com agitacdo magnética constante de 150 rpm. Aliquotas de 5mL foram
coletadas em intervalos pré-determinados de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8;0; 12,0
e 24 horas, com a reposi¢do do meio de dissolu¢do em igual volume. As
aliquotas coletadas foram filtradas através de membrana de PVDF de
diametro de poro de 0,45 um e injetadas no cromatdgrafo. A partir dos
resultados, graficos da porcentagem de chalcona liberada em fungéo do
tempo foram construidos.

2.2.8 Estudos in vivo
Animais

Ratos Wistar machos adultos entre 48-50 dias de idade (180-
250g), foram mantidos em gaiolas plasticas com alimento e agua a
vontade até o inicio dos experimentos em biotério exclusivo. A
temperatura da sala foi mantida entre 21 £ 2 °C e com ciclo de 12 h
claro/12 h escuro. Animais descritos como jejum, foram privados de
comida por 16 horas, mas com acesso livre a agua. Os animais foram
mantidos de acordo com as recomendagdes do Conselho Brasileiro de
Medicina Veterindria e do Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal avaliado pela CEUA/UFSC.

Curva de Tolerancia a Glicose - CTG

Para a construgdo da curva de Tolerancia & Glicose foi induzida a
hiperglicemia em ratos Wistar apds 16 horas de jejum. Os animais
hiperglicémicos receberam 4 g/Kg (8,9 M) de glicose por via oral (v.0).
Para cada experimento, os animais foram divididos aleatoriamente em
trés grupos: hiperglicémico, hiperglicémico tratado com chalconas QC2
ou QC10 nas concentracbes de (5 e 15 mg/Kg) v.o., hiperglicémico
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tratado com microparticulas poliméricas (Eudragit® RS100 ou PLGA
503) contendo chalconas QC2 ou QC10 nas concentracdes de (5 e 15
mg/Kg) v.o0. Os niveis de glicose no sangue foram avaliados nos tempos
zero, 30 e 180 min. No tempo de 180 minutos foi realizada uma nova
sobrecarga de glicose 4 g/Kg (8,9M) continuando as coletas nos tempos,
210 e 360 min.

Avaliagéo da glicemia

O sangue foi coletado com uma seringa pela veia caudal dos
animais anestesiados e transferidos para tubos tipo eppendorf. As
amostras foram centrifugadas e imediatamente o soro foi separado.
Aliquotas de 10 ul do soro (em duplicata) foram utilizadas para dosar a
glicose pelo método enzimatico da glicose oxidase (GLICOSE PP da
Gold Analisa Diagndstica). As amostras foram incubadas por 10
minutos a 37 °C e as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro em
500 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL de glicose. Apés o
término do experimento, 0s animais foram anestesiados e decapitados
em guilhotina.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREPARACAO DOS SISTEMAS
MICROPARTICULADOS DE PLGA OU EUDRAGIT® RS100
CONTENDO CHALCONAS QC2 OU QC10

A partir da formulagdo otimizada descrita no capitulo 1 foi
proposto o desenvolvimento de novos sistemas microestruturados
incluindo o polimero Eudragit® RS$100 e a molécula chalcona QC10, a
qual se diferencia estruturalmente da chalcona QC2 por apresentar um
nitrogénio no anel quinolinico oxidado (figura 13).

Os sistemas foram identificados levando em conta o tipo de
polimero utilizado e a molécula a ser encapsulada: PLGA/QC2,
PLGA/QC10, Eudragit/QC2 e Eudragit/QC10.

Qc2 o QC 10 0
N7 +7
&

Figura 13. Estrutura quimica das chalconas QC2 e QC10.

3.1.1 Desenvolvimento e validacdo da metodologia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE para os sistemas
microparticulados

O desenvolvimento de um método analitico envolve um processo
de avaliacdo que estime sua eficiéncia ou desempenho com evidéncias
objetivas. Esse processo costuma ser denominado de validacdo (BRITO
et al., 2003). A validacdo de um método analitico é o processo que
estabelece, através de estudos laboratoriais, que este procedimento é
adequado para a aplicacdo pretendida assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Todo método para a determinagdo quantitativa de um analito
deve ser validado, a fim de garantir com seguranca os resultados de
doseamento. Para isso, a metodologia deve apresentar especificidade,
linearidade, preciséo, além de um limite de deteccdo e de quantificacdo
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adequados para a andlise em questdo. Em se tratando de CLAE, as
caracteristicas de tempo de retencdo e simetria de picos séo
fundamentais. Sendo assim, para a obtencdo das melhores condic¢Ges
cromatogréficas, a propor¢do da fase moével e fluxo foram otimizados
para melhor resolucédo do pico e sensibilidade adequada dos métodos.

Para a validacdo analitica, microparticulas brancas dos polimeros
PLGA 503 e Eudragit® RS100 foram preparadas conforme método
descrito no item 2.2.2 sem a adicdo das chalconas.

Devido as particularidades de composicdo de cada um dos
sistemas, foi necessario desenvolver quatro métodos cromatograficos
(tabela 7). Para a avaliacdo das microparticulas preparadas com o
polimero Eudragit® RS100, a validagdo analitica foi conduzida
utilizando metanol grau HPLC, solvente capaz de extrair completamente
as chalconas encapsuladas do sistema. Nas microparticulas de PLGA, a
extracdo das chalconas foi realizada por digestdo do polimero utilizando
uma solucdo metandlica de NaOH 0,1 N (BENNY et al., 2009).

Tabela 7. Pardmetros dos métodos cromatogréaficos e programacdo de fase
mével para CLAE. Fase movel: solvente A: Metanol ou solugdo metandlica de
NaOH 0,1 N; solvente B: dgua ultrapura.

R Fluxo Fase movel

Métodos (min)  (mL/min) (Q) (oi |

Metanol QC2 75 0,8 80 20
Metanol QC10 5,0 0,8 80 20
Sol. metandlica de NaOH 0,1N QC2 7,0 0,8 80 20
Sol. metanolica de NaOH 0,1N QC10 7,5 0,8 80 20

TR: tempo de retencéo

Especificidade

A especificidade é a habilidade do método em determinar com
exatiddo o composto de interesse na presenca dos demais componentes
da formulacdo (ICH, 2005). Este parametro foi comprovado através da
comparagdo entre os cromatogramas das amostras de solugdo das
chalconas e os das microparticulas brancas.

A figura 14 apresenta os cromatogramas obtidos no estudo de
especificidade, na qual é possivel constatar que os componentes de
formulacdo polimero e PVA ndo interferiram na deteccdo das
chalconasQC2 e QC10 avaliadas frente aos polimeros PLGA 503 e
Eudragit® RS100, sendo o0 método considerado especifico.
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Figura 14. Cromatogramas da especificidade do método por CLAE. (A) solugdo de QC2 20 pg/mL em metanol; (B) solugdo de
QC10 20 pug/mL em metanol; (Al e B1) microparticulas brancas de Eudragit® RS100; (C) solucdo de QC2 20 pg/mL em solucéo
metanoélica de NaOH 0,1N; (D) solucéo de QC10 20 pg/mL em solugdo metandlica de NaOH 0,1 N e (C1 e D1) microparticulas
brancas de PLGA 503.
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Linearidade e intervalo

Um método analitico deve apresentar a capacidade de obter
resultados diretamente proporcionais em uma determinada faixa de
concentracdo do analito dentro de um intervalo especificado. O intervalo
¢ a faixa entre os niveis superiores e inferiores do analito que séo
determinados com precisdo, exatidao e linearidade utilizando o método
desenvolvido. Esta avaliacdo é realizada através da elaboragdo de uma
curva padrdo e da andlise estatistica da linearidade através da regresséo
linear (BRASIL, 2003).

A linearidade dos métodos foi avaliada no intervalo de 2-40
pug/mL para cada uma das amostras em triplicata. As tabelas 8 e 9
apresentam as equacdes de reta e os fatores de correlacdo para QC2 e
QC10, respectivamente. Para que uma reta seja considerada linear, o
fator de correlagdo deve ser igual ou superior a 0,99 (BRASIL, 2003), e
os valores obtidos, superiores a 0,999, indicam uma 6tima correlacdo
entre as areas dos picos dos cromatogramas obtidos e as concentragdes
nos intervalos avaliados. Os métodos desenvolvidos apresentaram
linearidade no intervalo investigado.

Tabela 8. Resultados obtidos na andlise da linearidade para a chalcona QC2
pelo método de CLAE.

Chalcona QC2 Intervalo Equacéo da reta r
(Hg/mL)
Metanol 2-40 y =67630x + 18099 0,999

Sol. metandlica

de NaOH 0,1N 2-40 y =53878x + 27342 0,999
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Tabela 9. Resultados obtidos na analise de linearidade para chalcona QC10 pelo
do método de CLAE.

Chalcona QC10 Intervalo Equagcdo da reta r
(Hg/mL)

Metanol 2-40 y = 83887x + 26038 0,999

Sol. metandlica

de NaOH 0,1N 2-40 y = 67410x + 27086 0,999

Precisao

A precisdo é o parametro que traduz a habilidade do método em
reproduzir resultados em concordancia quando o mesmo é aplicado a
multiplas analises de uma mesma amostra, e pode ser inferida por meio
da determinac&o da precisdo intermediéria e da repetibilidade.

Na precisdo intermedidria, que representa a concordancia entre 0s
resultados obtidos em dias diferentes de analise, as chalconas QC2 e
QC10 foram avaliadas nas concentracdes teoricas de 16, 20 e 24 pug/mL.
As amostras foram injetadas no cromatdgrafo trés vezes em trés dias
diferentes, respeitando o intervalo de dois dias entre as analises. Os
resultados de precisdo intermediaria referente as metodologias
desenvolvidas para microparticulas de PLGA 503 e Eudragit® RS100
estdo dispostos nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Resultados obtidos na andlise de precisdo intermediaria referente as
concentragdes teoricas (a) 16 pg/mL, (b) 20 pg/mL e (c) 24 pg/mL, para
avaliacio das microparticulas preparadas com Eudragit® RS100.

Metanol QC2 Metanol QC10

Conc. Média DPR Conc. Média DPR

(Hg/mL) (Ho/mL) (%) (Hg/mL) (Mg/mL) (%)
la 15,58 £0,33 15,75+ 0,84

2a 16,13 £ 2,39 15,89 196 | 1571+1,72 15,73 1,04
3a 15,95+ 0,18 15,74+ 0,78
1b 19,50 + 1,67 19,75+ 0,78

2b 19,94 + 2,76 19,75 1,93 | 19,45+0,27 19,75 2,18
3b 19,82 + 0,66 20,06 + 3,28
1c 23,61 +1,66 24,17 + 4,00

2c 23,86 £2,19 23,70 1,49 | 23,33+0,51 23,77 2,64
3c 23,64 +0,46 23,82 +1,26
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Tabela 11. Resultados obtidos na anlise de precisdo intermediaria referente as
concentracdes teoricas (a) 16 pg/mL, (b) 20 pg/mL e (c) 24 pg/mL, para
avaliagdo das microparticulas preparadas com PLGA 503.

Sol. metanélica NaOH 0,1 N QC2 Sol. metanélica NaOH 0,1N QC10

Conc. Média DPR Conc. Média DPR

(pg/mL) (Mo/mL) (%) (Mg/mL) (Mo/mL) (%)
la 16,07 + 0,65 1547 +1,51

2a 15,66 +1,07 16,03 1,90 | 16,26 +0,81 15,97 2,82
3a 16,28 + 2,25 16,20 £ 2,43
1b 20,56 + 0,38 19,44 +1,11

2b 19,57 +1,84 20,04 2,40 20,26 + 0,77 19,94 2,34
3b 19,78 +1,96 20,13 +2,32
1c 24,75 +0,18 20,13 +2,32

2¢c 23,70 + 1,86 23,88 2,64 | 24,32+0,48 23,74 1,71
3c 23,78 +1,76 24,09 +1,69

A repetibilidade expressa a concordancia entre os resultados sob
as mesmas condicBes de operagcdo num curto periodo de tempo. Na
validacdo dos métodos em questdo, a concentracdo teste de 20 pg/mL
foi injetada seis vezes no mesmo dia. Os resultados da repetibilidade
referente as metodologias desenvolvidas para microparticulas de
Eudragit® RS100 e PLGA 503 estdo demonstrados nas tabelas 12 e 13,
respectivamente.

Os resultados de desvio padrdo relativo (DPR) para as amostras
usadas foram inferiores a 1,0 % nos dois niveis avaliados, estando de
acordo com o preconizado para este parametro, que admite uma
variacdo maxima de 5,0 %.

Tabela 12. Dados de repetibilidade na concentracdo tedrica de 20 pg/mL para
avaliacio das microparticulas desenvolvidas com Eudragit® RS100.

Metanol QC2 Metanol QC10

Conc. (ug/mL) Média DPR Conc. Média DPR

(g/mL) (%) (Mg/mL)  (ug/mL) (%)
1 20,00 20,10
2 19,96 19,92
3 19,91 19,87

4 19,98 19,94 0,22 10,83 19,93 0,50
5 19,92 19,98
6 19,94 19,87
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Tabela 13. Dados de repetibilidade na concentragdo teérica de 20 pg/mL para
avaliacdo das microparticulas desenvolvidas com PLGA 503.

Sol. metanélica NaOH 0,1 N Sol. metanélica NaOH 0,1 N QC10
QcC2
Conc. (ug/mL) Média DPR Conc. Média DPR
(Hg/mL) (%) (Hg/mL) (Hg/mL) (%)
1 20,38 19,53
2 20,78 19,64
3 20,51 19,54
4 2076 20,64 0,78 1953 19,59 0,30
5 20,69 19,64
6 20,72 19,65
Exatidao

A exatiddo de um método analitico corresponde a proximidade
entre os resultados obtidos por um determinado método e o valor
considerado verdadeiro. A exatiddo pode ser avaliada através de
amostras as quais sdo adicionadas quantidades da substancia de
referéncia, sendo expressa como porcentagem de recuperacdo (BRASIL,
2003; ICH, 2005). O método é considerado exato quando todos os
valores experimentais de recuperacdo encontrem-se entre 95 e 105 %.

Os resultados da andlise da exatiddo e as concentracbes
determinadas experimentalmente (16, 20 e 24 pug/mL) estdo
demonstrados nas tabelas 14 e 15. A recuperacdo ficou dentro dos
limites preconizados demonstrando que os métodos desenvolvidos sdo
exatos.

Tabela 14. Dados de exatiddo para avaliagdo das microparticulas desenvolvidas
com Eudragit® RS100.

Eudragit® conc. conc. Recuperagio DPR
RS100 teorica Experimental (%) %)
(Hg/mL) (Hg/mL)
Qc2 16 15,58 97,39 0,33
20 19,50 97,53 1,66
24 23,61 98,37 1,66
QC10 16 15,76 98,50 0,84
20 19,75 98,75 0,77

24 24,38 101,57 2,50
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Tabela 15. Dados de exatiddo para avaliagdo das microparticulas desenvolvidas
com PLGA 503.

Conc. Conc. DPR

PLGA 503 tedrica Experimental Recuperacéo (%) %)
(ug/mL) (ug/mL)

QC2 16 16,11 100,69 0,65

20 20,52 102,62 0,38

24 24,76 103,15 0,18

QC10 16 15,68 96,68 1,51

20 19,44 97,19 1,11

24 23,63 98,06 0,36

Limite de deteccéo e limite de quantificacédo

A sensibilidade do método para a quantificagdo das chalconas
QC2 e QC10 foi avaliada pela determinacdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo. O limite de deteccdo (LD) é definido como a menor
guantidade do analito que pode ser detectada em uma amostra, porém
ndo necessariamente quantificada como um valor exato (ICH, 2005). O
limite de quantificacdo (LQ) é definido como sendo a menor quantidade
de analito em uma amostra capaz de ser quantitativamente determinada
com precisdo e exatiddo (ICH, 2005).

A determinacdo do limite de deteccdo e limite de quantificacdo
foi calculada com base no desvio padrdo do intercepto, com o eixoy e a
inclinacdo da reta de calibragdo (tabela 16).

Tabela 16. Limite de deteccdo e quantificacdo obtidas para validacdo da
metodologia por CLAE para as chalconas.

QC2 QC10
LD LQ LD LQ
(Mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)
Metanol 0,218 0,661 0,383 1,162
Sol. Metandlica de 0,151 0,456 0,087 0,265

NaOH 0,1 N
LD: Limite de deteccdo; LQ: Limite de quantificacdo.

Os resultados obtidos na deteccdo e quantificagdo das chalconas
QC2 e QC10 por cromatografia liquida de alta eficiéncia mostram que
0s métodos desenvolvidos sdo especificos, sensiveis, precisos e lineares
na faixa de concentragdo testada. Estes métodos validados foram
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utilizados para determinar a eficiéncia de encapsulacdo e teor das
chalconas nas microparticulas poliméricas.

3.1.2 Avaliacéo fisico-quimica das microparticulas
Avaliacao morfolégica e determinacéo de tamanho de particula

A andlise morfoldgica das particulas, realizada por meio de
imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
revelou particulas esféricas independentemente do tipo de polimero
utilizado (figura 15). Da mesma forma, foi possivel observar que os
sistemas apresentam uma pequena dispersdo de tamanho e que as
microparticulas preparadas com o polimero PLGA sdo maiores, quando
comparadas as microparticulas de Eudragit® RS100. As MCP brancas de
Eudragit e PLGA (figura 15a e 15b, respectivamente) exibem formato
esférico e superficie lisa.

As MCP de Eudragit contendo a chalcona QC2 (figura 15c)
apresentam formato esférico, superficie lisa e diametro médio em
volume de 94 um e faixa granulométrica variando de 57 a 139 um
(tabela 17). Para as MCP de Eudragit contendo QC10 (figura 15e) foi
possivel visualizar microparticulas irregulares com superficie rugosa e
apresentando residuos de polimero. Quanto ao tamanho, esse sistema
apresenta um diametro médio em volume de 106 pum e faixa
granulométrica variando de 59 a 164 pum.
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Figura 15. Micrografias obtidas por MEV (a) MCP brancas de Eudragit, (b)
MCP brancas de PLGA, (c) Eudragit/QC2, (d) PLGA/QC2, (e) Eudragit/QC10
e (f) PLGA/QC10.

As microparticulas de PLGA/QC2 (figura 15d) apresentam
morfologia esférica e superficie lisa e didmetro médio em volume de
178 um e faixa granulométrica variando de 119 a 245 pm. Ja as
microparticulas de PLGA/QC10 (figura 15f) apresentam-se esféricas
com a superficie rugosa. Para esse sistema alguns cristais de farmaco
foram observados na superficie das microparticulas, 0 que pode estar
relacionado & concentracdo de QC10 para essa formulagdo. Essa
guantidade de chalcona, aderida a parte externa da MCP, pode ser
rapidamente dissolvida no meio aquoso promovendo uma liberagdo
imediata da mesma (STULZER, 2008; RIEKES et al., 2011). Quanto ao
tamanho, a formulagdo PLGA/QC10 foi caracterizada por um didmetro
médio em volume de 198 um e faixa granulométrica variando de 111 a
272 um.

Uma vez que as condi¢Bes de preparacdo foram mantidas para
todos os sistemas desenvolvidos e que o tipo de chalcona nao
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influenciou no tamanho de particulas preparadas com o mesmo polimero
(tabela 17), as variacbes de tamanho podem ser atribuidas
exclusivamente ao tipo de polimero. Conforme descrito na literatura, a
utilizacdo de diferentes polimeros na producdo de microparticulas sob
idénticas condicGes de preparacdo pode levar a obtencdo de particulas
com diferentes tamanhos, fato este relacionado a diferenca de peso
molecular e/ou da viscosidade dos mesmos na fase orgéanica
(O'DONNELL; MCGINITY, 1997; HESLINGA; MASTRIA; ENIOLA-
ADEFESO, 2009; BUSKE et al., 2012).

Como pode ser observado na tabela 17, as MCP desenvolvidas
com PLGA s3o maiores do que aquelas preparadas com Eudragit®
RS100. Este resultado pode ser atribuido a viscosidade intrinseca (v.i.)
destes polimeros na fase organica, constituida pelo diclorometano. O
PLGA apresenta uma v.i. de 0,4 dL.g* (CHEN, 2004) enquanto o
Eudragit® RS100 apresenta uma v.i. 0,2 dL.g™* (CILURZO et al., 2000).
Uma solucdo mais viscosa exige maior forca de cisalhamento para a
emulsificacdo, o que leva a formacdo de gotas maiores, resultando,
consequentemente, em particulas de maior diametro (KENDALL et al.,
2009).

Tabela 17. Granulometria das microparticulas d(4,3): diametro médio em
volume; d(0,1 pm), d(O5 pm) e d(0,9 pm) didmetro de particula
correspondente, respectivamente, a 10 %, 50 % e 90 % da distribuicio
acumulada; span: polidispersdo de tamanhos.

Amostras Tamanho (um)

dss  diw  dsow  doow  SPAN
PLGA QC2 178 119 171 245 0,737
PLGA QC10 198 111 172 272 0,937
EudragitQC2 94 57 90 139 0,909
Eudragit QC10 106 59 100 164 1,050

Quanto a distribuicdo de tamanhos, representada pelo valor de
span, todos os sistemas obtidos apresentaram baixos valores (valor
méaximo de cerca de 1,0), indicando uma baixa polidispersao.
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Analise termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Exploratéria
Diferencial (CED)

A aplicacdo de técnicas termoanaliticas como CED e TGA na
caracterizacdo de materiais fornecem resultados de pureza, fusdo e
compatibilidade entre os componentes da formulagdo.

A curva termogravimétrica (TG) demonstrou que a molécula de
QC2 apresenta um unico evento de perda de massa na faixa de
temperatura compreendida entre 305 e 350 °C (A m = 94,83 %) (figura
16a). Para a curva de CED foi possivel visualizar um Unico ponto de
fusdo para QC2 em 159,06 °C, (A H g3 = -116,94 J/g).

No caso da chalcona QC10 a curva de TG mostrou que a QC10
apresenta trés etapas de perda de massa nas seguintes faixas de
temperatura: de 22 a 85 °C (Am = 6,39 %), de 215 a 282 °C (Am=
13,66 %) e de 282 a 380 °C (A m = 32,99 %), totalizando uma perda de
massa de 63 % (figura 16b). Este resultado indica que, na faixa de
temperatura analisada, a chalcona QC10 ndo apresentou completa perda
de massa, sugerindo uma maior estabilidade térmica deste composto
guando comparado a chalcona QC2. Ao avaliar a curva de CED para a
chalcona QC10 foi possivel visualizar dois eventos de fusdo, o primeiro
evento em 110,7 °C, (AH g3 = -13,37 J/g) e o0 segundo em 166,3 °C,
(A H fusio — -68,25 J/g)
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Figura 16. Curvas TG/ CED das chalconas QC2 (a) e QC10 (b), obtidas sob a razéo de aquecimento de 10 °C min™em atmosfera

dinamica de nitrogénio (50 mL min™).
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As curvas de TG obtidas para os sistemas microparticulados
contendo a chalcona QC2 sdo apresentadas na figura 17a. O sistema
Eudragit/QC2 apresenta um Unico evento de perda de massa na faixa de
temperatura compreendida entre 320 e 450 °C (Am = 100,63%). Uma
vez que a degradacdo térmica desta formulacdo inicia-se em uma
temperatura superior a encontrada para a chalcona pura, conclui-se que
esse sistema confere maior estabilidade térmica a chalcona QC2. Por
outro lado, ao avaliar o sistema PLGA QC2 foi possivel visualizar um
Unico evento de perda de massa entre 220 e 430 °C (A m = 99,32 %),
semelhante ao obtido para a chalcona QC2 isoladamente. Dessa forma,
sugere-se que nao houve alteracdo significativa da estabilidade térmica
da chalcona QC2 quando comparado ao sistema microparticulado.

A figura 17b apresenta os resultados obtidos para os sistemas
poliméricos contendo a chalcona QC10. Ambos sistemas apresentam um
Unico evento de degradacdo; para o sistema PLGA/QC10 o evento de
perda de massa ocorre entre 250 e 410 °C (A m = 98,16 %), enquanto
gue para o sistema Eudragit/QC10 o evento de perda de massa foi
observado entre 320 e 430 °C ( A m = 98,92 %). Como se pode observar,
os dois sistemas apresentaram o inicio da sua degradacdo térmica em
temperaturas superiores a temperatura inicial de degradacdo da chalcona

QC10, indicando que estes sistemas conferiram maior estabilidade
térmica ao composto.

(a) . (b)
100 #f-——}\\\‘ 10000 t’;

L
ED)
Temp [C] Temp [C]

Figura 17. Curvas de TG dos sistemas microparticulados contendo os polimeros
Eudragit®RS100 e PLGA 503 obtidos a partir das chalconas QC2 (a) e QC10
(b), sob a razdo de aquecimento de 10 °C min™ em atmosfera dindmica de
nitrogénio (50 mL min™).
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A utilizacdo do CED, por ser um método rapido de analise, tem
sido proposta para avaliar interacbes fisico-quimicas entre o0s
componentes da formulacdo através da comparagdo entre as curvas
térmicas obtidas a partir da mistura fisica e, desta forma, selecionar
adequadamente os componentes para uma formulagdo (VERMA,
GARG, 2004; BERNARDI et al., 2009).

A figura 18 (a e b) apresenta as curvas de CED das chalconas,
dos polimeros, das misturas fisicas na proporcdo 1:10
(chalcona:polimero m/m, obtidas por simples homogeneizacdo dos
componentes em vértex por 1 minuto) e dos sistemas microparticulados
Eudragit/QC2, Eudragit/QC10, PLGA/QC2 e PLGA/QC10.

Nenhum dos polimeros apresentou eventos de fusdo na faixa de
temperatura analisada. Para as misturas fisicas PLGA-QC2 e Eudragit-
QC2 observou-se um leve deslocamento para temperaturas inferiores do
ponto de fusdo da chalcona, o que pode indicar uma interacdo fisica
desta com os respectivos polimeros. No entanto, um comportamento
oposto foi observado para as misturas fisicas contendo a chalcona
QC10. Neste caso, houve um deslocamento do ponto de fusdo para
temperaturas superiores, mas este resultado também pode indicar uma
interacdo fisica entre os componentes em questdo. Para as curvas
relativas aos sistemas microparticulados, apenas a formulagdo
Eudragit/QC2 apresentou evento de fusdo relativo a chalcona, porém
também deslocado. Quanto aos outros sistemas, pode-se inferir a
ocorréncia de uma provavel amorfizacdo durante a obtencdo das
microparticulas, a qual poderd ser melhor avaliada pela técnica de
difracdo de raios-X de pé.
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Figura 18. Curvas de CED referentes a (A) chalcona QC2, suas misturas fisicas
e sistemas microparticulados e (B) chalcona QC10, suas misturas fisicas e
sistemas microparticulados sob a razdo de aquecimento de 10 °C min™ em
atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™).

Difracéo de Raios—X de p6

Substancias no estado sélido podem apresentar caracteristicas
cristalinas ou amorfas e, em alguns casos, ambas. Um cristal tem um
arranjo ordenado de moléculas e dtomos, que s&o mantidos em contato
por meio de interagfes ndo covalentes. Por outro lado, os s6lidos no
estado amorfo sdo formados por arranjos atémicos aleatorios sem
simetria ou ordenacdo de longo alcance.
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A técnica de difracdo de raios-X de p6 permitiu avaliar as
caracteristicas de cristalinidades para as matérias-primas, misturas
fisicas e sistemas microparticulados, possibilitando uma maior
compreensdo de compatibilidade entre as matérias-primas e padrdo de
cristalinidade das amostras dos sistemas microparticulados.

Para avaliacdo da cristalinidade das chalconas, polimeros,
misturas fisicas na propor¢do 1:10 (chalcona:polimero m/m, obtidas por
simples homogeneizacdo dos componentes em vortex por 1 minuto) e
dos sistemas microparticulados Eudragit/QC2, Eudragit/QC10,
PLGA/QC2 e PLGA/QC10, obtiveram-se os difratogramas apresentados
na Figura 19.

A) B)

MCP Eudragit QC2 MCP Eudragit QC10

MCP PLGA QC2 Mp PLGA QC10

MFQC2 : Eudragit (1:10) MF QC10 : Eudragit (1:10)

MFQC2 : PLGA (1:10) \-NMQCM:PLGA (1:10)

EudragitRS 100 EudragitRS 100

m

f

£
N

s

PLGA 503 PLGA 503

Qc2
Qc10

Figura 19. Difratogramas referentes a (A) chalcona QC2, suas misturas fisicas e
sistemas microparticulados e (B) chalcona QC10, suas misturas fisicas e
sistemas microparticulados.

A chalcona QC2 (figura 19 A) apresenta caracteristicas cristalinas
com suas reflex6es mais evidentes em 20: 5,82°, 12,67°, 14,19°, 24,07°,
25,69° e 26,91°. Por outro lado, os polimeros apresentam caracteristicas
amorfas, visto que nenhuma reflexdo foi observada. Para as misturas
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fisicas dos sistemas QC2-PLGA e QC2-Eudragit foram observados
reflexdes referentes a chalcona QC2 sobrepostas aos halos amorfos dos
polimeros. Um perfil semelhante foi também encontrado para a
microparticula PLGA/QC2, sendo esta caracterizada como
semicristalina. No entanto, o sistema microparticulado Eudragit/QC2
revelou-se amorfo, com auséncia de quaisquer reflexdes, sugerindo uma
reorganizacdo da chalcona QC2 para o estado amorfo quando da
obtenc¢do da microparticula.

A molécula QC10 (figura 19 B) também apresentou
caracteristicas cristalinas e as suas reflexdes mais evidentes em 26:
7.19°, 13.68° 15,67° e 27.49° foram tomadas como referéncia para
avaliar o comportamento cristalino da mistura fisica e dos sistemas
microparticulados. Para as misturas fisicas QC10-PLGA e QC10-
Eudragit foram observadas reflexdes referentes & chalcona QC10
sobrepostas aos halos amorfos dos polimeros. As microparticulas
Eudragit/QC10 e PLGA/QC10 foram caracterizadas como
semicristalinas, pois embora exibam reflexdes referentes a chalcona
QC10, observam-se também halos de amorfizagéo.

Com excecdo das microparticulas Eudragit/QC2, as quais se
encontram no estado amorfo, uma notavel reducdo da intensidade das
reflexdes para os demais sistemas microparticulados foi observada. Este
fendmeno sugere uma dissolugdo das substancias ativas nos polimeros
avaliados conforme dados previamente descritos em literatura
(FERNANDEZ-CARBALLIDO et al., 2004; ADIBKIA et al., 2007;
KLOSE et al., 2009; JAVADZADEH et al., 2010).

Embora ndo tenham sido evidenciados eventos de fusdo por CED
para as microparticulas PLGA/QC2, Eudragit/QC10 e PLGA/QC10, a
amorfizagdo proposta ndo foi confirmada por DRX. Por outro lado, para
as microparticulas Eudragit/QC2, embora havendo apresentado um
evento de fusdo indicativo de cristalinidade quando da avaliagdo por
CED, esta hipdtese ndo foi confirmada por DRX. Desta forma, a
complementacéo de técnicas para avaliacdo de caracteristicas de estado
solido torna-se extremamente necessaria, uma vez que a utilizacdo de
uma técnica isolada pode levar a conclusdes equivocadas.

Consideragdes sobre o estado amorfo e cristalino sdo importantes
em relacdo ao processo de absorcdo. As transformacgdes que levam a
amorfizagdo sdo um dos principais motivos que levam ao aumento da
solubilidade aparente, melhorando o contato entre o farmaco e 0 meio de
dissolu¢do (STULZER, 2008; JANSSENS et al., 2008; RIEKES et al.,
2011). Em um solido amorfo as moléculas estdo arranjadas ao acaso,
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portanto, baixa energia é requerida para separa-las, consequentemente a
dissolucdo é mais rapida. Neste sentido, o desenvolvimento de novos
sistemas para veicular uma substancia ativa no estado amorfo
frequentemente é benéfico em termos de melhoria de dissolucdo e
biodisponibilidade (CORRIGAN, 1995).

3.1.3 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, teor de
chalconas e Rendimento

A eficiéncia de encapsulagdo traduz a quantidade de chalcona
encapsulada nas microparticulas e foi determinada conforme descrito no
item 2.2.4 por CLAE desenvolvida e validada para esta finalidade. O
teor de chalcona nas microparticulas indica a quantidade de chalcona
presente em 100 mg de microparticulas.

A tabela 18 apresenta os valores de eficiéncia de encapsulacéo e
teor das chalconas QC2 e QC10 para as microparticulas poliméricas
desenvolvidas com PLGA 503 e Eudragit® RS100. Considerando os
resultados, pode-se dizer que ambos os sistemas foram capazes de
encapsular as chalconas com alta eficiéncia. Todas as formulagdes
apresentam rendimento superior a 90%, indicando poucas perdas
durante o preparo das microparticulas.

Tabela 18. Dados de EE% e teor de chalcona obtidos para
microparticulas poliméricas.

Amostra EE% Teor Rendimento
(mg/100mg) (%)
PLGA/QC2 96,91 +1,94 9,60 + 1,96 93,49 £ 4,95
PLGA/QC10 82,77 £1,46 7,47 1,46 90,13 £ 2,67
Eudragit/QC2 98,75+ 1,25 8,91+1,38 91,13 +£2,85
Eudragit/QC10 99,48 + 0,90 9,05+ 0,90 93,61 +£1,28

As microparticulas preparadas com PLGA apresentaram a maior
EE e teor quando a chalcona QC2 foi encapsulada. O menor valor de EE
no sistema PLGA/QC10 pode estar relacionado a maior solubilidade
desta molécula em meio aquoso, comparado & QC2, favorecendo a
difusdo e particdo para a fase aquosa (YANG et al., 2009). Estudos
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anteriores empregando a técnica de emulsdo/evaporacdo relatam que a
encapsulacdo do ativo pode ser influenciada pela velocidade de
solidificacdo do polimero durante o preparo das microparticulas, etapa
na qual a difusdo do ativo é facilitada, e pela afinidade do ativo pela fase
aquosa (YEO; PARK, 2004; JELVEHGARI et al., 2011).

Para os sistemas microparticulados preparados com Eudragit®
RS100 foi observada uma eficiéncia de encapsulagcdo muito proxima a
100 %. Este resultado pode ser atribuido as caracteristicas do polimero,
Cuja estrutura apresenta uma baixa concentragdo de grupos quaternarios
de aménio (em torno de 5 %) (BEHERA et al., 2008). Estes
grupamentos, quando em grandes propor¢des, tornam o polimero
Eudragit mais permeéavel, o que pode facilitar a difusdo do farmaco para
0 meio externo durante a formagdo das microparticulas, promovendo
uma reducdo nos valores de EE (JELVEHGARI et al., 2011).

3.14 Avaliagdo do perfil de liberacdo dos sistemas
microparticulados

Avaliacdo da solubilidade das chalconas QC2 e QC10 no meio de
dissolucéo

O meio de dissolucdo deve ser determinado considerando a
solubilidade e a faixa de dosagem do analito, de maneira a assegurar que
as condigdes sink sejam mantidas. Condi¢des sink sdo obtidas quando a
guantidade do solvente corresponde a dez vezes o volume de meio
necessario para obter uma solugdo saturada do analito testado. Esta
condicdo deve ser mantida para evitar que a velocidade de dissolucéo
seja influenciada, artificialmente, pela aproximacg&o da saturagdo durante
a realizacdo do teste (AULTON, ORTEGA, 2008). No entanto, para
moléculas hidrofébicos, como é o caso das chalconas QC2 e QC10, uma
menor relacdo soluto:solvente é admitida, e estudos séo conduzidos na
literatura com uma quantidade de solvente de no minimo trés vezes o
volume de saturacdo (MARQUES, BROWN, 2002).

O uso de tensoativos, como por exemplo, lauril sulfato de sodio
em meios de dissolucdo é uma das principais formas de aumentar a
solubilidade de farmacos insolGveis ou pouco sollveis em meios
aquosos (AMIDON et al., 1995; DA SILVA, VOLPATO, 2002), sendo
apropriado em estudos de liberacéo devido & possibilidade de simular o
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ambiente in vivo do lumen intestinal (GALIA et al., 1998). Assim, 0
meio selecionado para a avaliacdo do perfil de liberacdo a partir dos
sistemas microparticulados foi o tampéo fosfato de sodio (100 mM) pH
7,4 acrescido de 0,5 % de lauril sulfato de sddio. A solubilidade das
chalconas QC2 e QC10 neste meio, determinada experimentalmente, foi
de 114,02 £ 0,90 e 243,05 £ 1,53 pg/mL, respectivamente.

Preparacdo das curvas analiticas das chalconas QC2 e QC10 no
meio de dissolucdo

Para a determinagdo da concentracdo das chalconas no meio de
dissolucéo, curvas de calibracdo foram construidas no intervalo de 2-40
pg/mL. A tabela 19 apresenta a faixa de concentragdo de cada um dos
analitos, as equacdes de retas utilizadas na conversdo entre as areas do
pico e o coeficiente de correlagdo. Valores de coeficiente iguais ou
superiores a 0,99 indicam uma correlacéo aceitavel na converséo da area
do pico em concentracdo do analito (BRASIL, 2003). Desta forma as
curvas analiticas para QC2 e QC10 apresentaram excelente coeficiente
de correlacéo (r), sendo, portanto linear nos respectivos intervalos.

Tabela 19. Dados de linearidade para as chalconas QC2 e QC10 obtidos
em solugdo Tampéo fosfato (0,1 M) pH 7,4 acrescido de 0,5 % lauril
sulfato de sodio.

Composto Intervalo (ug/mL) Equacéo da reta r
QC2 2-40 y =59115x + 6812,7 0,9994
QC10 2-40 y = 88310x + 14194 0,999

r: Coeficiente de correlagéo.

Avaliacdo do perfil de liberagdo in vitro dos sistemas
microparticulados

A figura 21 apresenta os perfis de liberacdo dos sistemas
microparticulados  Eudragit/QC2, Eudragit/QC10, PLGA/QC2 e
PLGA/QC10 obtidos em 24 horas. Devido a solubilidade limitada das
chalconas, ndo foi possivel manter condicdes sink durante este estudo.
No entanto a avaliacdo do perfil de liberacdo foi conduzida sempre
mantendo um volume de meio pelo menos trés vezes superior a
solubilidade das chalconas, garantindo que a solubilidade n&o
constituisse um fator limitante de liberacdo das mesmas.
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Entre os fatores que influenciam a cinética de liberacdo das
chalconas destacam-se o tipo de polimero, assim como o tamanho e a
distribuicdo granulométrica das microparticulas desenvolvidas a partir
dos mesmos (FREIBERG, ZHU, 2004). Estudos recentes revelam,
porém, que o tipo de farmaco também desempenha um papel importante
na determinacdo da velocidade de liberagdo (FRANK; RATH;
VENKATRAMAN, 2005; SIEGEL et al., 2006; MAKADIA; SIEGEL,
2011). Farmacos no estado amorfo conferem propriedades vantajosas de
dissolucdo podendo melhorar a liberacdo a partir do sistema
microparticulado e absor¢do in vivo (PASSERINI et al., 2006;
KENDALL et al., 2009).

Nos resultados apresentados dos perfis de liberacdo pode-se
observar que o sistema PLGA/QC2 ndo apresentou liberagdo durante o
periodo avaliado, o que provavelmente esteja correlacionado a
solubilidade de QC2 no meio de liberagdo. Resultado semelhante foi
obtido por Liu e colaboradores (2007), na avaliacdo do perfil de
liberacdo de paclitaxel a partir de microparticulas poliméricas de PLGA,
preparadas pela técnica emulsdo/evaporacdo do solvente. O paclitaxel é
um farmaco que apresenta baixa solubilidade em meio aquoso. Os
autores observaram uma baixa taxa de liberacdo em 24 horas, de
aproximadamente 3 %, semelhante ao resultado obtido pelo sistema
PLGA/QC2 durante 0 mesmo periodo.

Para o sistema PLGA/QC10 houve uma rapida liberacdo na
primeira hora de andlise, que correspondeu a aproximadamente 40 %,
seguido por um maior controle de liberacdo ao longo do tempo. Como
pode ser observado na figura 20b, as microparticulas de PLGA/QC10
apos a dissolucdo apresentam-se rugosas e com rachaduras, porém nédo
foi possivel visualizar a presenca de cristais da chalcona sobre a
superficie das microparticulas. Este resultado sugere que a rapida
liberacdo inicial promovida por este sistema esteja relacionada aos
cristais de QC10 que se encontravam adsorvidos a superficie das
microparticulas de PLGA/QC10 (figura 15f). O padrdo de liberacéo
observado para o sistema PLGA/QC10 pode ser dividido em duas fases:
inicialmente, uma rapida liberagdo da chalcona adsorvida a matriz e uma
segunda fase, mais lenta, que provavelmente esteja relacionada ao
fendmeno de difusdo a partir da matriz polimérica (O'DONNELL;
MCGINITY, 1997; FREIBERG; ZHU, 2004a).

Ao comparar os perfis de liberacdo a partir dos sistemas
Eudragit/QC2 e Eudragit/QC10 foi possivel observar diferencas
significativas (p < 0,001) entre todos os tempos avaliados. Com o
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sistema Eudragit/QC10 ocorre uma rapida liberacdo inicial, atingindo o
méaximo da libera¢do em quatro horas, ndo havendo diferenca estatistica
entre os demais tempos de estudo. No entanto, o sistema Eudragit/QC2
demonstrou um maior controle da liberagéo, liberando aproximadamente
80 % em 12 horas. O resultado obtido por DRX sugere que a chalcona
QC2 presente nas microparticulas de Eudragit encontra-se
majoritariamente no estado amorfo, contribuindo desta forma com a
liberacdo a partir deste sistema. Um dos possiveis mecanismos
envolvidos na melhora da taxa de dissolucdo para a chalcona QC2 pode
estar relacionada a transformacéo do estado cristalino da chalcona para o
estado amorfo.

X50 ( ¢ X50

Figura 20. Micrografias obtidas por MEV das microparticulas de PLGA QC2
(a) e PLGA QC10 (b), apds ensaio de dissolugéo.
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Figura 21. Perfis de liberacdo dos sistemas microparticulados Eudragit/QC2,
Eudragit/QC10, PLGA/QC2 e PLGA/QC10 em tampdo fosfato pH 7,4
acrescido de 0,5 % de lauril sulfato de sédio, mantidos na temperatura de 37 +
0,5 °C, com agitacdo magnética constante de 150 rpm.

3.1.5 Estudo in vivo

As chalconas sdo uma importante classe de compostos naturais
gue apresentam uma ampla aplicacdo na quimica organica como
moléculas precursoras para sintese de novos compostos. Aos compostos
sintetizados a partir do nucleo base das chalconas sdo reportadas
diversas e interessantes atividades biolégicas (ALBERTON et al., 2008;
DE CARVALHO TAVARES et al., 2011).

As chalconas sdo conhecidas por exibirem efeito no metabolismo
de carboidratos, especialmente no metabolismo da glicose. O potencial
antidiabético das chalconas foi investigada em relacdo a atividade de
dissacaridases intestinais, na curva de tolerancia a glicose e na secre¢do
de insulina sérica (SEO et al.,, 2005; DAMAZIO et al.,, 2009;
DAMAZIO et al., 2010).

Estudos realizados pela equipe da Profe, Dr2. Fatima Regina Mena
Barreto Silva no laboratério de Hormdnios & Transducédo de Sinais da
UFSC, avaliaram o efeito de diversos grupos funcionais das chalconas,
derivados da série 6-quinolil, demonstrando um promissor efeito anti-
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hiperglicémico destas moléculas. Entre as chalconas avaliadas
destacam-se os andlogos QC2 e QC10, cuja estrutura quimica pode ser
visualizada na figura 13 (PEREIRA, 2011).

Estudos realizados por Alberton e colaboradores (2008)
indicaram que a inclusdo de substituintes doadores (grupamentos
metdxi) e aceptores de elétrons (grupamento nitro) incrementam a
atividade anti-hiperglicémica das chalconas. A atividade anti-
hiperglicémica para os compostos QC2 e QC10, que apresentam como
substituinte o radical metil, que atua como fraco doador de elétrons foi
demonstrada por Pereira e colaboradores (2011). O anédlogo QC2
reduziu o nivel sérico da glicose em 29 % quando administrado na dose
de 20 mg/Kg. Para o analogo QC10 a reducdo foi de 30 % quando
administrado nas doses de 10 e 20 mg/Kg em relacdo ao controle
hiperglicémico no teste da curva de tolerancia a glicose aos 30 minutos.

Além da atividade anti-hiperglicemiante, o andlogo QC10
apresentou atividade secretagoga de insulina. Estudos em ratos
hiperglicémicos tratados com o analogo QC10 demonstraram que 0
composto aumenta a secre¢do de insulina em 164 % em relacdo ao
controle hiperglicémico (ratos que receberam apenas glicose) no tempo
de 60 min. De acordo com esses resultados o andlogo QC10 parece
influenciar na segunda fase de secrecéo de insulina (PEREIRA, 2011).

Levando em conta a promissora atividade antidiabética destes
compostos e as vantagens dos sistemas de liberacdo prolongada, o
comportamento dos sistemas microparticulados contendo as chalconas
QC2 ou QC10 foi avaliado no teste da curva de tolerdncia a glicose em
modelo hiperglicémico in vivo. O efeito de prolongamento da agdo
metabolica promovida pelos sistemas microparticulados foi avaliado em
comparagdo aos efeitos promovidos pelas chalconas administradas
isoladamente.

Com objetivo de avaliar o perfil de liberacdo in vivo das
chalconas a partir dos sistemas microparticulados, foi utilizada a técnica
de curva de tolerancia a glicose (ALBERTON et al., 2008). Este estudo
se baseia na administracdo (via oral) concomitante de uma dose de
glicose e do farmaco a ser analisado e coletas de sangue sdo feitas em
tempos pré-estabelecidos por um periodo de 3 horas. Por se tratar de um
sistema de liberagcdo prolongada, o teste foi adaptado com intuito de
avaliar se o sistema continuaria reduzindo os niveis de glicose por um
periodo de tempo maior (6 horas). Desta forma, apds 3 horas da
administracdo inicial de glicose, uma nova dose (carga) foi administrada
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nos ratos e as coletas das amostras seguiram nos tempos de 180, 210 e
360 min.

Os testes foram realizados em trés diferentes grupos:
euglicémico, controle hiperglicémico e hiperglicémico tratado. Todos os
animais foram mantidos privados de alimentos por 16 horas, sendo a
eles apenas disponibilizado agua. Os animais hiperglicémicos (controles
e tratados) receberam duas doses de glicose (4 g/kg; 8,9M),
imediatamente apos a coleta dos pontos 0 e 180 min. Para 0s animais
hiperglicémicos tratados foi administrado um pré-tratamento 30 min
antes da primeira coleta, com as chalconas (QC2 e QC10) puras ou
sistemas microparticulados: PLGA/QC2, PLGA/QC10, Eudragit/QC2
ou Eudragit/QC10.

A coleta no tempo zero de cada grupo, antes da sobrecarga inicial
de glicose, foi considerada como o valor de referéncia dos niveis séricos
de glicose basal. As coletas intermediarias de 30 e 210 min avaliaram o
aumento da glicemia trinta minutos apos as respectivas doses de glicose
(4 g/kg; 8,9M). Ja as coletas em 180 e 360 min foram utilizadas como
controles, verificando o retorno da glicemia aos niveis séricos basais.

3007 —=— Controle hiperglicemico
- —— Controle euglicemico
>
£ 2004
.8
1S
(5]
S 1004 —
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O T T T 1
0 30 180 210 360
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Figura 22. Perfil para o controle hiperglicémico ap0s as duas cargas de glicose e
controle euglicémico avaliados em ratos machos Wistar.

Como resultado, podemos observar na figura 22 que o grupo
controle hiperglicémico atingiu o pico da glicemia (221 mg/dL) em 30
min depois da primeira dose de glicose, com o retorno da glicemia aos
niveis séricos basais em 180 min. Um novo pico da glicemia foi
alcancado apds a sobrecarga de glicose, em 210 min (196 mg/dL)
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retornando aos niveis basais em 360 min. Estes resultados demonstram
que adaptacdo proposta a metodologia é adequada para avaliar a
glicemia em ratos apds a administracdo de duas doses de glicose. Para
0s ratos euglicémicos foram observadas pequenas flutuages nos niveis
séricos de glicose, que podem estar associadas ao estresse dos animais
durante o experimento.

Apo6s avaliar o resultado obtido para o grupo controle
hiperglicémico iniciaram-se 0s experimentos com 0S grupos
hiperglicémicos tratados. Os animais foram divididos em seis grupos de
cinco animais, conforme especificado na tabela 20, na qual podem ser
visualizados os resultados obtidos para todos os grupos avaliados. Para
facilitar a compreenséo dos resultados obtidos, cada grupo foi avaliado e
discutido separadamente.
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Tabela 20. Efeito das chalconas QC2 e QC10 nas doses de 5 ou 15 mg/kg em relacdo aos sistemas microparticulados de Eudragit
e PLGA na curva de tolerancia a glicose nas respectivas doses.

Grupo  Tratamento Dose Tempo (min)

0 30 180 210 360
| Euglicémico Veiculo 98,2+4,1 105,6 + 6,3 108,7+3,8 1125%1.8 99,9+24
] Cont. Glicose 100,6 £6,5 221,3+£4,0 1159+34 196,1+13.2 1226 £7,9

Hiperglicémico
Hiperglicémicos tratados

1T QC2 5 (mg/kg) 102,6 £1,3 138,6 £4,3 1257 +2,3 159.7+ 2.8 126,5+1,8
a) Eudragit QC2 5 (mg/kg) 952+29 163,3+10,8™  138,3£6,0 1917+ 3.0™°  151,5+35"
b) PLGA QC2 5 (mg/kg) 103,3+10,9 165917 1258 £2,4 1489+ 1.9 1339+1,9
v QC2 15 (mg/kg) 96,4 +2,2 130,8 +7,2 113,4+0,9 154.7+1.2 126,6 +0,7
a) Eudragit QC2  15(mg/kg) 101,8+3.3 1198 +2,4™ 122,7+0,7° 1389+49™  131,8+09
b) PLGA QC2 15 (mg/kg)  995+3,5 1489 7,07 1249+41°  1449+18 133617
\Y; QC10 5 (mg/kg) 100,1 £4,2 158,0 £6,1 123,0+0,6 152.9£0.6 137,6 £2,6
a) Eudragit QC10 5 (mg/kg) 96,4 +0,5 140,7 +£0,3™ 118,8+1.3 1434 + 4,0 1206 2,7
b) PLGAQC10 5 (mg/kg) 100,7 1,7 1454 +34" 125.3+1.3 1658 +2,1" 121,3+3,1™
Vi QC10 15 (mg/kg) 1058 +4,6 126,4+19 128,5+1,6 1659 +3,8 136.6 3.1
a) Eudragit QC10 15 (mg/kg) 96,1+1,2 131,714 115621  1348%13" 112,015
b) PLGAQC10  15(mg/kg) 101,1+2,6 133,8+26 1254 +2,0 157,7+37 1244 +6,0

Os valores foram expressos como a média + DP. ; n=5. Avaliando a significancia p < 0,05, p<0,0l e p<0,001;
entre as doses das chalconas QC2 e QC10 em relag&o aos sistemas microparticulados de cada grupo.
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A figura 23 apresenta os resultados obtidos para o analogo QC2
puro na curva de tolerdncia a glicose em relacdo ao controle
hiperglicémico. Como se pode observar, ndo houve diferencas
significativas entre as doses de 5 e 15 mg/kg nos tempos de 30 e 210
minutos. No entanto, uma diminuicdo significativa da glicemia foi
observada em 30 min de (37 e 41%) para as doses de 5 e 15 mg/kg,
respectivamente, em relacdo ao controle hiperglicémico. Ao avaliar a
resposta da glicemia apos a sobrecarga de glicose (210 min) a reducgdo
da glicemia foi de 18,6 e 21,1 % para as doses de 5 e 15 mg/Kkg,
respectivamente, em relagdo ao controle hiperglicémico. Com estes
resultados podemos concluir que o efeito anti-hiperglicémico €
independente da dose para 0 andlogo QC2 puro.

—s=— Controle

—=— Euglicemico

—— QC2 5 mg/kg
QC2 15 mg/kg

200
b — *khk
- ~ . =000

100 -

300+

Glicemia (mg/dL)

T T 1
0 30 180210 360
Tempo (min.)

Figura 23. Efeito da chalcona QC2 nas concentragdes 5 e 15 mg/kg nos niveis
séricos da glicose (mg/dL) na curva de tolerdncia a glicose em ratos
hiperglicémicos. Os valores foram expressos como a média + D.P. (n=5). QC2 5
mg foi significante *** p < 0,001 em relagdo ao controle hiperglicémico. QC2
15 mg foi significante *** p < 0,001 em relago ao controle hiperglicémico.

O analogo QC10, nas doses de 5 e 15 mg/kg reduz a glicemia
28,6 e 42,8 % aos 30 min, respectivamente, em relacdo ao controle
hiperglicémico. Este resultado possivelmente esta relacionado a um
efeito anti-hiperglicémico dose-dependente. No entanto, apés a
sobrecarga de glicose (210 min), foi observada uma reducédo da glicemia
em torno de 22,2 e 15,4 % nas doses de 5 e 15 mg/kg, respectivamente,
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em relagdo ao controle hiperglicémico (figura 24). Os resultados obtidos
para a coleta de 210 min sdo estatisticamente iguais (p>0,05).

—a— Controle

3004 —=— Euglicemico
5 —— QC10 5 mg/kg
R4 QC10 15 mg/kg
£ 200+
s
1=
(5]
© 100
(G}

0 T

T T 1
0 30 180210 360
Tempo (min.)

Figura 24. Efeito da chalcona QC10 nas concentragdes 5 e 15 mg/kg nos niveis
séricos da glicose (mg/dL) na curva de tolerdncia a glicose em ratos
hiperglicémicos. Os valores foram expressos como a média £ D.P. (n=5). QC10
5 mg foi significante ***p < 0,001 em relagdo ao controle hiperglicémico.
QC10 15 mg foi significante ***p<0,001 em relacdo ao controle
hiperglicémico.

A figura 25 apresenta os resultados obtidos para o grupo IlI,
composto de ratos hiperglicémicos tratados na dose de 5 mg/kg. Neste
grupo foi avaliado o comportamento dos sistemas microparticulados
Eudragit/QC2 e PLGA/QC2 frente a QC2 pura. Em ambos o0s sistemas
foi observada uma reducdo do nivel de glicose sérica no tempo de 30
minutos em relacdo ao controle hiperglicémico, porém a reducdo
promovida pelos sistemas foi inferior ao da chalcona pura. Este
resultado pode estar associado as caracteristicas de liberacdo das
chalconas a partir dos sistemas microestruturados, sendo assim, a dose
disponibilizada foi insuficiente para promover a reducdo da glicemia.
Ap0s a sobrecarga de glicose em 180 min o sistema Eudragit/QC2 na
dose de 5 mg/kg ndo foi capaz de controlar a glicemia.

No entanto, o sistema PLGA/QC2, na dose de 5 mg, no tempo de
210 min, apresentou um comportamento semelhante ao dos animais
tratados com a chalcona pura. Com este resultado é possivel inferir que
in vivo outros fatores estdo influenciando a liberacdo, uma vez que nos
ensaios in vitro este sistema apresentou uma liberacdo de apenas 3% em
24 horas, item 3.1.4.3.
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Figura 25. Efeito dos sistemas microparticulados de Eudragit/QC2 e
PLGA/QC2, grupo Ill, na concentracdo de 5 mg/kg nos niveis séricos da glicose
(mg/dL) na curva de tolerancia a glicose em ratos hiperglicémicos. Os valores
foram expressos como a média + D.P. (n=5). QC2 5 mg foi significante
«+P<0,001 em relacdo ao controle hiperglicémico. Eudragit QC2 5 mg foi
significante 4p<0,001 em relagdo a QC2 pura. PLGA QC2 5 mg foi
significante gge P < 0,001 em relagdo a QC2 pura.

A figura 26 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo da curva
de tolerancia a glicose para o grupo IV, ratos hiperglicémicos tratados
com uma dose de 15 mg/kg. O sistema Eudragit/QC2 promoveu a
reducdo da glicemia no tempo de 30 min de 8,4 % (p < 0,05) em relagdo
ao grupo tratado com QC2 pura para a mesma dose. Ao avaliar 0 mesmo
sistema apos a sobrecarga de glicose (210 min), foi possivel visualizar
uma reducdo significativa de 10,2 % com p < 0,001. Este resultado
corrobora com obtido na avaliagdo do perfil de liberacédo in vitro, o qual
apresentou uma liberacdo da QC2 a partir do sistema microparticulado
de aproximadamente 70% em 210 minutos. Sendo assim, a chalcona
disponibilizada foi suficiente para promover a reducéo dos niveis séricos
da glicose, tornando-o mais efetivo do que o composto isolado.

Para o sistema PLGA/QC2, 15 mg, a reducdo da glicemia foi
inferior aquela obtida com o composto isolado para a mesma dose no
tempo de 30 min. Apds a sobrecarga de glicose (210 min) foi observada
uma reducdo da glicemia comparavel a obtida pelo composto
isoladamente para a mesma dose.
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Figura 26. Efeito dos sistemas microparticulados de Eudragit/QC2 e
PLGA/QC2, grupo IV, na concentragdo de 15 mg/kg nos niveis séricos da
glicose (mg/dL) na curva de tolerdncia a glicose em ratos hiperglicémicos. Os
valores foram expressos em média = D.P. (n=5). QC2 15 mg foi significante
P < 0,001 em relagdo ao controle hiperglicémico. Eudragit/QC2 15 mg foi
significante 4 p <0,05, 4 p < 0,01 e 4 p < 0,001 em relagdo a QC2 pura.
PLGA/QC2 15 mg foi significante @ p < 0,05 ¢ gg@ P < 0,001 em relagdo a
QC2 pura.

As figuras 27 e 28 apresentam o0s resultados para os sistemas
produzidos com o andlogo QC10, avaliados nas concentragdes 5 e 15
mg/kg, respectivamente. Para as doses avaliadas houve redugdo
significativa (p < 0,0001) em relagdo ao controle hiperglicémico nos
tempos 30 e 210 min. Para a concentracdo de 5 mg/kg o sistema
Eudragit/QC10 (figura 27) apresentou uma reducéo significativa de 10,9
e 6,2 %, nos tempos de 30 e 210 min, respectivamente, em relacdo ao
grupo tratado com QC10 pura. No entanto, para o sistema PLGA/QC10,
a reducdo, em relacdo ao grupo tratado com QC10 pura, foi de
aproximadamente 8 %, e apenas no tempo de 30 min. Este resultado
pode ser atribuido as caracteristicas de liberacdo in vitro deste sistema, o
qual apresenta uma rapida liberagdo inicial seguida por um maior
controle de liberacdo, sendo que a quantidade de QC10 liberada a partir
do sistema na dose de 5 mg/kg foi insuficiente para a manutencéo do
nivel sérico da glicose.
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Figura 27. Efeito dos sistemas microparticulados de Eudragit QC10 e PLGA
QC10, grupo V, na concentracdo de 5 (mg/kg) nos niveis séricos da glicose
(mg/dL) na curva de tolerancia a glicose em ratos hiperglicémicos. Os valores
foram expressos como a média = D.P. (n=5). QC10 5 mg foi significante
«+P<0,001 em relacdo ao controle hiper. Eudragit QC10 5 mg foi significante
#P< 0,05 e 4 p < 0,001 em relagdo a QCI0 pura. PLGA QCI10 5 mg foi
significante g p < 0,01 e gge P < 0,001 em relagdo a QC10 pura.

Para a concentracdo de 15 mg/kg (figura 28), o sistema
PLGA/QC10 ndo apresentou diferenca estatistica nos tempos avaliados
em relacdo ao grupo tratado com QC10 pura. Ao avaliar o sistema
Eudragit/QC10 foi possivel observar que houve a manutengéo dos niveis
séricos de glicose no tempo de 30 min em relagdo ao grupo QC10 puro.
No entanto, 30 minutos apds a sobrecarga de glicose (210 min) o
sistema Eudragit/QC10 proporcionou uma redugdo da glicemia em
18,7% em relagéo ao grupo tratado com QC10 pura (p < 0,001).
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Figura 28. Efeito dos sistemas microparticulados de Eudragit/QC10 e
PLGA/QC10, grupo VI, na concentracdo de 15 (mg/kg) nos niveis séricos da
glicose (mg/dL) na curva de tolerancia a glicose em ratos hiperglicémico. Os
valores foram expressos como a média + D.P. (n=5). Eudragit QC10 15 mg foi
significante , p < 0,05 € 4 p < 0,001 em relagdo a QC10 pura. PLGA/QC10
15mg foi significante gg p < 0,01 ¢ gge P < 0,001 em relacdo a QC10 pura.

Entre as formulagfes avaliadas, destacou-se 0 sistema
Eudragit/QC10 que, durante o periodo de analise, foi capaz de manter os
niveis séricos de glicose nas condigdes de estudo, indicando um
potencial interessante na perspectiva de obter um medicamento de
administracdo oral de liberacdo prolongada para o tratamento do
diabetes melito.

Como perspectivas para futuros estudos, sera necessario avaliar o
comportamento anti-hiperglicémico in vivo dos sistemas mais
promissores durante um periodo superior a 6 horas, possivelmente 12
horas mantendo o regime de administracdo de sobrecarga de glicose em
intervalos de 3 em 3 horas.
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CONCLUSOES

e Um estudo de formulagdo visando a otimizacdo de um sistema
microparticulado de PLGA contendo a chalcona QC2 foi
desenvolvido pela técnica de evaporacdo ou extracdo do
solvente a partir de uma emulsdo o/a. Para este estudo foi
utilizado um planejamento fatorial fracionado com base em um
modelo de regressao ndo ajustado. Este modelo foi considerado
apropriado para predicdo e otimizacdo de uma formulacéo a
partir deste planejamento.

e Na caracterizacdo destes sistemas o rendimento variou de 86,9 a
99,6 %, sendo influenciado significativamente pelos fatores
volume de fase aquosa (fator D), volume de extracdo (fator E),
bem como pelas interagdes entre os fatores quantidade de
chalcona/volume de fase aquosa (B/D) e volume de fase
organica/volume de fase aquosa (C/D).

e O tamanho das microparticulas foi influenciado principalmente
pelos fatores volume da fase orgéanica (C) e fase de extragdo
(E), variando de 84,22 e 191,86 um. A polidispersdo do sistema
foi considerada estreita, mesmo havendo diferenca estatistica
significativa, os baixos valores de span permitiram afirmar que
todas as formulagBes testadas apresentam uma baixa
polidispersao.

e Os valores de EE para todas as formulac¢Ges variaram entre 78,5
a 97,8 %, sendo as interacfes mais significativas sobre esta
resposta a quantidade de chalcona x volume de fase organica
(BC) e volume de fase orgénica x volume de fase aquosa (CD).
Estes altos valores podem ser atribuidos a caracteristica
lipofilica da chalcona QC2, que apresenta uma maior afinidade
pela fase organica em relacdo a fase aquosa.

e O célculo do teor das formulacdes foi de 1,7 a 5,6 mg/100 mg
de microparticulas. Para esta resposta foi observado que, a
medida que a concentracdo de chalcona aumentou e o volume
de fase orgénica reduziu, obtiveram-se maiores teores de QC2
por 100 mg de microparticulas.
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A otimizacdo do sistema microparticulado levou em conta as
principais respostas - tamanho de particula, EE e teor de
chalcona, utilizando para isso a funcdo desejabilidade, e tendo
como objetivo principal a obtencdo de microparticulas com o
maior teor de chalcona. Dentro do campo experimental
estudado, as condi¢des Otimas foram 0,5 % de PVA, 3 mL de
FO, 100 mL de FA, 100 mL de fase de extracdo. Foi observada
uma grande similaridade entre as respostas preditas pelos
modelos matematicos e aquelas obtidas experimentalmente
(variag@es inferiores a 10 %).

A adicdo de maiores quantidades de QC2 na formulagdo (25, 30
e 35 mg) foi avaliada devido a influéncia positiva observada
para o fator concentragdo de chalcona, mantendo-se as mesmas
propor¢Oes dos demais fatores. Como resultado p6de-se notar
que até a concentracdo de 30 mg a EE aumentou; para a
concentracdo de 35 mg este valor diminuiu. Este resultado foi
atribuido a saturacdo da formulacdo. Desta forma, a otimizacéo
do sistema microparticulado foi estabelecida com 30 mg de
chalcona, 0,5 % de PVA na fase aquosa da emulséo, 3 mL de
fase organica (300 mg de PLGA), 100 mL de fase aquosa e 100
mL de fase de extracéo.

A partir da otimizagdo do sistema microparticulado novos
sistemas foram desenvolvidos incluindo o polimero Eudragit®
RS 100 e a chalcona QC10 (PLGA/QC2, PLGA/QC10,
Eudragit/QC2 e Eudragit/QC10).

Os métodos desenvolvidos para a quantificacdo das chalconas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas condicdes
experimentais estabelecidas, mostraram-se lineares, sensiveis,
especificos, precisos e exatos para a determinacdo das
chalconas QC2 e QC10. Os sistemas cromatograficos foram
validados de acordo com o preconizado pelo ICH (2005) e
BRASIL (2003).

A andlise morfolégica das microparticulas revelou particulas
esféricas e lisas nas formulagdes preparadas com ambos os
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polimeros, exceto o sistema PLGA/QC10, no qual foi
evidenciado deposicéo de cristais na superficie.

Quanto ao tamanho de particula, os sistemas apresentaram
diferencas significativas entre as formulagcfes, de modo que as
MCP desenvolvidas com PLGA foram maiores que aquelas
preparadas com Eudragit® RS100. Considerando que foram
mantidas as mesmas condicdes de preparo, atribui-se a esta
diferenca de tamanho a viscosidade intrinseca dos polimeros na
fase organica.

Na andlise termogravimétrica (TG) foi observado que a
chalcona QC10 livre apresenta maior estabilidade em relacdo a
QC2. A avaliacdo dos sistemas microparticulados por TG a
chalcona QC2 apresentou maior estabilidade térmica quando
encapsulada em Eudragit® RS100. Para a chalcona QC10 ambos
o0s polimeros conferiram a ela maior estabilidade.

Na avaliacdo dos sistemas microparticulados por CED, o Unico
sistema que apresentou evento de fuséo relativo a chalcona foi o
sistema Eudragit/QC2. No entanto, este comportamento ndo foi
confirmado por DRX, sendo que este foi o Unico sistema que
ndo apresentou o padrdo de cristalinidade semelhante ao da
chalcona QC2. Desta forma, a complementacédo de técnicas para
a caracterizacao de estado sélido é necessaria, uma vez que uma
técnica isolada pode levar a conclusdes equivocadas.

Todos os sistemas desenvolvidos foram capazes de encapsular
as chalconas com alta eficiéncia.

Para o sistema PLGA/QC2 ndo foi evidenciado liberacdo da
chalcona em 24 horas, 0 que provavelmente esteja relacionado a
baixa solubilidade da QC2 no meio testado. Ja no sistema
PLGA/QC10 a liberacéo inicial pode ser atribuida a deposicao
de cristais de farmaco na superficie da microparticula.

A liberacdo a partir do sistema Eudragit/QC2 pode estar
relacionada as caracteristicas amorfas deste sistema, uma vez
gque a QC2 apresenta baixa solubilidade. Por outro lado, no
sistema Eudragit/QC10 a acentuada liberacdo pode esta
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relacionada a maior solubilidade deste composto no meio
avaliado.

Nos estudos in vivo, que avaliaram o efeito de prolongamento
da acdo metabdlica dos sistemas microparticulados em ratos
hiperglicémicos, conclui-se que o sistema Eudragit/QC10 (15
mg/kg) apresentou o melhor comportamento de reducdo da
glicemia nos tempos testados em relagdo ao composto
administrado isoladamente. Sendo assim, este sistema desponta
como o sistema microparticulado mais promissor para o
tratamento do DM.
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