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Introducao

e Desafio: entrega de farmacos a regioes especificas do organismo.

* Associagdao de polimeros natural e sintetico

» Polimero sintético — Etilcelulose (Surelease® e Aquacoat®):

o material atoxico, incolor, sem cheiro ou sabor
o pseudolatex - dispersao aquosa a partir do polimero insolavel, plastificada
o revestimentos para liberagao modificada de farmacos

o capacidade de formar filmes resistentes e flexiveis
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e Polimero natural — Acido Hialuronico: - 2
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o polissacarideio linear anionico 0 o T\
o biocompativel, atoxico e biodegradavel N
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Introducao

" . . A .
* Acido Hialuronico
o viscossuplementac¢ao do fluido sinovial o cirurgias oftalmologicas

o como meio hidratante o libera¢ao controlada de farmacos

. . !/ .
o tratamento e dlagnéstlco de doencas o cosmeticos

* Elevada hidrofilicidade — expansao de ate 1000X o seu volume solido
°* Membranas frageis e quebradigas

* Liberagao prematura do farmaco

* Modificacao estrutural
. Agentes reticulantes — trimetafosfato trissodico
o Sal de baixa toxicidade

o Reage com grupos hidroxila do polissacarideo



Objetivos

Pesquisa de novos materiais polimericos candidatos a aplicagao
em sistemas para liberagao modificada de farmacos, cujo

Geral

emprego potencial esta voltado ao revestimento de formas

farmacéuticas solidas orais

Promover a reticulacao do AH;

Propor a produgao de novos materiais a partir de EC + AH;

ESPeCIﬁCOS Avaliar as caracteristicas macroscopicas e espessura dos filmes;

Realizar testes de 1i% e TVA;

Determinar as propriedades fl'sico—qul'micas do novo material.



Reticulacao do AH

¢ Dispersao a 1% de AH em agua (pH 12) — agitagao por 2 h
* 20 mL de solugao 30% TMFT em 200 mL da dispersao — agitagao por 2 h

* Porgdes correspondentes as concentragdes 5 e 10% do polissacarideo

modificado foram adicionadas aos meios contendo EC
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FIGURA 1 Reacéao entre acido hialurdénico e tnmetafosfato tnssodico.



Obtencao dos filmes

* Metodo “Casting process”
* Sete proporgoes

* Massa polimerica final 4% (m.v')

60°C (

BNy | T

10 mL —




Caracteristicas macroscopicas e espessura

Confiabilidade dos resultados dependem da integridade dos filmes

As diferentes composigoes investigadas permitiram a formacao de filmes

/ . . A . — . ~ / . / .
1 [] acido hialuronico = variacoes caracteristicas macroscopicas

TABELA Il Avaliacdo morfolégica macroscopica das membranas poliméricas.

Associacdo Homogeneidade  Rachaduras  Bolhas de ar  Transparéncia  Flexibilidade
polimérica
EC 100:00 AH 0 0 0 +++ +++
EC 00:100 AH 0 0 0 +++ +++
EC 00:100 AHR 0 0 0 + ++
EC 93:05 AH 0 0 0 ++ ++
EC 30:10 AH 0 0 0 + +
EC 953:05 AHR 0 0 0 + ++
EC 30:10 AHR 0 0 0 + +

0: ausencia de alteran;ﬁes vislveis, +: fracamente presente, ++ moderadamente presente, +++ fortemente presente.



Caracteristicas macroscopicas e espessura

Imagens das diferentes associacdes polimericas:
a) Filme controle EC 100:00 AH

b) Filme controle EC 00:100 AH

¢) Filme controle EC 00:100 AHR

d) EC 95:05 AH

e) EC 95:05 AHR

f) EC90:10 AH

g) EC 90:10 AHR.
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Caracteristicas macroscopicas e espessura

5 pontos
Triplicata

* Dependente do T da [ | e tipo do polissacarideo
° p<0,05
* Bunhak ez. al. (2007 )/ Souto-Maior et. al. (2010)

TABELA lll Valores das médias das espessuras dos filmes isolados.

Associacdo polimérica Espessura (mm)
EC 100:00 AH 0,0607 (£0,0011)
EC 95:05 AH 0,0822 (£0,0059)
EC 90:10 AH 0,0912 (£0,0090)
EC 95:05 AHR 0.1076 (£0.0205)

EC 30:10 AHR 0.1260 (£0.0109)




Estudo da TVA

* Pesagens nos intervalos de 0, 24, 48,72, 96 e 120 horas

° Analise estatistica (p<<0,05):
o ANOVA — diferentes associacdes em relacao ao controle
o 'Teste de multipla comparagao de Tukey: EC 90:10 AH x EC 100:00 AH,

EC 95:05 AH e AHR ¢ EC 90:10 AHR, EC 95:05 AH x EC 95:05 AHR ¢
EC 95:05 AHR x EC 90:10 AHR



Estudo da TVA

TABELA IV Valores de perda de massa e taxa de TVA das diferentes associaces

poliméricas.
T e Valores perdas de

Associacdo polimérca Deso {Zﬁiﬂh} TVA (g/m? 24h) g/h
EC 100:00 AH 1.6767 (+0,0488) 335,34 0,0139
EC 95:05 AH 21517 (£0,1537) 430,34 0,0179
EC 30:10 AH 2.9004 (+0,0766) 580,08 0,0241
EC 95:05 AHR 1,6016 (+0,2614) 320,32 0,0133
EC 90:10 AHR 21372 (+0,2118) 427 44 0,0178

*  Bunhak ez. al. (2007): sulfato de condroitina/ etilcelulose
* Wei et. al. (2009): pectina adicionada ao Kollicoat SR30D
* Oliveira et. al (2011): B-ciclodextrina + polimero acrilico (Eudragit® FS30D)

T naTVA proporcional e dependente
do aumento da concentragao do polissacarideo.



Estudo da TVA

* Aumento na hidrofilicidade
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FIGURA 4 Perda de massa de filmes isolados em estudo de I
L (GlcNAc) o (GleUA) | n

transmissao de vapor d’'agua.
4
Acido hialurénico

*  Souto-Maior et. al (2010): pectina associada ao Eudragit® FS30D
* (-OH) + TMFT = | hidrofilia dos filmes

*  Controle da difusao de fluidos e farmacos



Determinacao do 1i%

/ -
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* Analise estatistica (p<0,05):
o ANOVA — diferentes associacdes em relacao ao controle
o Teste de multipla comparagao de Tukey:
o FSG - EC 100:00 AH X EC 95:05 AHR, EC 90:10 AH e AHR e EC 95:05
AH X ambos associacoes reticuladas

o ESI - EC 100:00 AH X EC 90:10 AH e AHR, EC 95:05 AH X EC 90:10
AH e AHR e EC 95:05 AHR X EC 90:10 AH e AHR



Determinacao do 1i%
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FIGURA 5 indice de intumescimento dos filmes isolados apf:s imersdo de 150
minutos em FSG (pH 1.2) e FSI (pH 6.8).

FSG as membranas associados ao acido hialurénico apresentaram uma | hidratacio

FSI (pH mais elevado) ocorre ionizagao dos grupos carboxilatos

Souto-Maior et. al.: pectina fosfatada/ (X-Glucooligossacarl'deo + Eudragit® FS30D

Rabito et. al. — relagao entre o 1i%, composi¢ao dos filmes e pH do meio



Determinacao do 1i%

* Intumescimentos pH—dependente

o porgoes superiores do TGI (] pH)
- porgdo distal do TGI (T pH) - Maior et. al. (2008)

* FSI — peliculas da proporg¢ao EC 90:10 AH apresentaram desintegragao parcial
* Expansao polimerica e elevada hidrossolubilidade do AH

* Avaliacdo de filmes contendo etilcelulose e sulfato de condritina - Bunhak et. al.

(2007)

* Proporgao EC 90:10 AHR — menor grau de desintegragao
* Atuacao do TMTS



Tecnicas de caracterizacao

* Espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDYS):
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Tecnicas de caracterizacao

* Espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDYS):
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Tecnicas de caracterizacao

* Espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDYS):
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Tecnicas de caracterizacao

* Difratometria de raios-X (DRX):
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FIGURA 7 Difratograma DRX das diferentes associacfies poliméricas.



Analises termicas

* (Calorimetria diferencial de varredura (DSC):
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FIGURA 8a Curvas de DSC das diferentes associacfes poliméricas.



Analises termicas

* (Calorimetria diferencial de varredura (DSC):
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FIGURA 8a Curvas de DSC das diferentes associacfes poliméricas.



Analises termicas

* (Calorimetria diferencial de varredura (DSC):
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FIGURA 8b Curvas de DSC das diferentes associacdes poliméricas.



Analises termicas

* (Calorimetria diferencial de varredura (DSC):

05 - Alves et. al. (2009): 223°C
e decomposigao a 355°C

]
—
o
|

EC 90:10 AHR
EC 90:10 AH

05:05 AH
5~EC 100:00 AH

Fluxo de calor (W.g ")
o
|

i
i
o
1

! | ! | ! 1
0 100 200 300
Temperatura (°C)

FIGURA 8b Curvas de DSC das diferentes associacdes poliméricas.



Analises termicas

* Analise termogravimétrica (TGA):
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Analises termicas

* Analise termogravimétrica (TGA):

100

EC 00:100 AHR
75

Inicial: 319,50°C — 78,88%
Segundo estagio: 360,20°C — 3,24%

Lomakim et. al., (2011): 316°C e 363°C
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Analises termicas

* Analise termogravimétrica (TGA):
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Microscopia eletronica de varredura (MEV)

« EC 100:00 AH

Seco FSG ESI

* Praticamente sem alteracoes
* Aspecto mais liso e homogéneo

* Polissacarideo — mudanga nas caracteristicas morfologicas



Microscopia eletronica de varredura (MEV)

FIGURA 10 Micrografias das diferentes associacées poliméricas secas. a) Filme

controle do polimero sintético EC 100:00 AH b) EC 95:05 AH ¢) EC 95:05 AHR d)
EC 90:10 AH e e) EC 90:10 AHR. Barra corresponde a 100 pm.



Microscopia eletronica de varredura (MEV)

FIGURA 11 Micrografias das diferentes associacies poliméricas apos imersdo em
FSG (pH 1.,2). a) Filme controle do polimero sintético EC 100:00 AH b) EC 95:05 AH
¢) EC 95:05 AHR d) EC 90:10 AH e e) EC 90:10 AHR. Barra corresponde a 100 pm.



Microscopia eletronica de varredura (MEV)

FIGURA 12 Micrografias das diferentes associacées poliméricas apos imersdao em
FSI (pH 6.8). a) Filme controle do polimero sintético EC 100:00 AH b) EC 95:05 AH
c) EC 95:05 AHR d) EC 90:10 AH e e) EC 90:10 AHR. Barra corresponde a 50 pym.



Espectroscopia no infravermelho (IV-FT)
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FIGURA 13 Espectro de absorcdo IV-FT das diferentes associacdes poliméricas.
a) Filme controle do polissacarideo EC 00:100 AH b) EC 95:05 AH ¢) EC 90:10
AH d) Filme controle do polimero sintético EC 100:00 AH e) EC 95:05 AHR f) EC
90:10 AHR e g) Filme controle do polissacarideo reticulado EC 00:100 AHR.



Espectroscopia no infravermelho (IV-FT)
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FIGURA 13 Espectro de absorcdo IV-FT das diferentes associacdes poliméricas.
a) Filme controle do polissacarideo EC 00:100 AH b) EC 95:05 AH ¢) EC 90:10
AH d) Filme controle do polimero sintético EC 100:00 AH e) EC 95:05 AHR f) EC
90:10 AHR e g) Filme controle do polissacarideo reticulado EC 00:100 AHR.



Espectroscopia no infravermelho (IV-FT)

* Diferentes associagoes polimericas apresentaram bandas semelhantes quando

comparados aos filmes controle — mistura fisica
* Alves et. al. (2009): 0—glucoligossacarideo e/ouTween® 80 + EC

¢ Conservagao das propriedades/sinergismmo
o AH: sitio-alvo-especificidade do polissacarideo
- EC: tempo—dependéncia

o Controle na liberagao de farmacos



Estudo de citotocixidade

* Método MTT contra linhagens celulares intestinais
* Caco-2 e HT29-MTX - céelulas de cancer colorretal
* 4 horas

¢ Controle negativo - 1% de Triton X-100
* Controle positivo - meio de incubagao com celulas

* Diferentes associacoes

* Todos os filmes mostrarem-se seguros para as celulas epiteliais intestinais



Estudo de citotocixidade
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FIGURA 14 Viabilidade celular dos filmes EC 00100 AH, EC 00:100 AHR, EC
100:00 AH, EC 9505 AH, EC 90:10 AH, EC 9505 AHR e EC 90:10 AHR contra
linhagens celulares Caco-2 (A) e HT29-MTX (B), respectivamente, em
concentractes de 05% e 1.0% apds incubacido durante 4 h. Os valores séo
representados como medias + 5D (n=6). (%), (™) e (™) denotam diferenca
significativa (p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001), respectivamente.



Conclusao

o Import?mcia dos poh’meros naturais

* Reticulacao do AH
* Relagao T [] do polissacarideo e permeabilidade
* FSG # FSI, confirmado por micrografias

* Caracterizagao fisico-quimica sugere estabilidade térmica das peliculas e

interacao fisica entre os constituintes da formulacao

e Auséncia de citotoxicidade a células intestinais

Liberagao prematura em meio gastrico

* Estudos adicionais: dissolu¢ao e funcionalidade.
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OBRIGADA!




