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Resumo

Geles termorreversiveis constituem um potencial sistema para a libertagdo controlada de
farmacos. Estes geles gelificam a determinada temperatura, isto é, quando se encontram
a baixas temperaturas comportam-se como solucBes e a temperaturas especificas
comportam-se como geles, aumentando o tempo de residéncia do farmaco no alvo.
Apresentam-se, portanto, como uma aposta promissora para varias vias de

administracdo de farmacos tais como oftalmica, rectal e aplicacéo tdpica.

O objetivo deste trabalho de campo foi o desenvolvimento e caracterizacdo de quatro
hidrogeles termorreversives usando diferentes composicées de polimeros: Poloxamer®

F127; F127 com quitosano; F127 com carbdmero® 940; F127 com goma xantana.

Os geles foram preparados com base no método “Cold” com algumas adaptagdes. Os
geles depois foram caracterizados em termos de viscosidade, andlise térmica e da
citotoxicidade geral tendo como referéncia base o modelo de Sacchamoryces

Cerevisiae.

Neste estudo observou-se um aumento de viscosidade proporcional ao aumento da
temperatura. Todos os geles se comportaram como solucdes a 4°C e como geles a 37°C.
Os resultados da andlise térmica evidenciaram a transicdo de estado através dos
termogramas obtidos. As imagens obtidas com recurso ao SEM demonstraram a
presenca de cavidades/poros. Quanto ao estudo da citotoxicidade, este estudo sugere 0s

geles ndo apresentam citotoxicidade no modelo utilizado.

Concluindo, este trabalho de campo reforca a possivel aplicacdo de geles
termoreversiveis como veiculo de libertacdo controlada de farmacos. No futuro irdo ser
realizados novos passos, incluindo a preparacdo de nanoparticulas e sistemas lipidicos e
a sua incorporacdo nos diferentes geles termorreversives. Para corroborar estes
resultados deverdo ainda ser realizados estudos de permeacao e adesdo in vitro e in vivo
bem como de citotoxicidade usando um modelo que inclua outros modelos celulares

mais complexos.

Palavras-chave: Pluronic® F127, hidrogel, termorreversivel,
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Abstract

Thermo-reversible gels are a potential system for controlled drug delivery. These gels
gel at a certain temperature, i.e. when at low temperatures behave as solutions and at
specific temperatures behave as gels, increasing the residence time of the drug in the
target. They are, therefore, presented as a promising bet for various routes of

administration of drugs such as parenteral, ophthalmic, rectal and topical application.

The aim of this study, was the development and characterization of four
thermoreversible hydrogels using different polymer compositions: Poloxamer® F127;
F127 with chitosan; F127 with carbomer® 940; F127 with xanthan gum.

The gels were prepared based on the Cold method with some adaptations. The gels were
then characterized in terms of viscosity, thermal analysis and general cytotoxicity with
reference to the Saccharomyces cerevisiae model.

In this study it was observed that a proportional increase in viscosity was observed with
the increase in temperature. All gels behaved as solutions at 4 ° C and as gels at 37 ° C.
The results of the thermal analysis showed the state transition through the obtained
thermograms. The images obtained using SEM showed the presence of cavities / pores.
Regarding the study of cytotoxicity, this study suggests gels do not present cytotoxicity

in the model used.

In conclusion, this experimental study reinforces the application of thermoreversible
gels as a vehicle for controlled release of drugs, improving their efficacy. Further steps
will be taken in the future, including the preparation of nanoparticles and lipid systems
and their incorporation into the different thermoreversive gels. In order to corroborate
these results, in vitro and in vivo permeation and adhesion studies as well as cytotoxicity

should be performed using a model that includes other more complex cellular models.

Key words: Pluronic® F127, hydrogel, thermoreversible,



GELES TERMORREVERSIVEIS NA VEICULACAO DE FARMACOS 2019

Abreviaturas

CCG - Concentracao critica de gel

CMC - Concentragdo micelar critica

D.P. - Desvio Padréo

DSC - Calorimetria Diferencial de Varrimento (Differential Scanning Calorimetry)
OE - Oxido de etileno

F127 - Poloxamer® F127

P407 - Poloxamer® 407

PO - Oxido de polietileno

PX - Poloxamer

SEM - Microscopio eletrénico de varrimento (Scanning Electron Microscope)
TTS - Temperatura de transicdo solucdo-gel

YPD - Meio de cultura, extrato de levedura, peptona e glucose (Yeast — Peptone —
Dextrose)



GELES TERMORREVERSIVEIS NA VEICULACAO DE FARMACOS 2019

Introducao

A gelificacdo de solugdes € atualmente um fendmeno de grande importancia
envolvido em diversas aplicacdes (Bercea, Darie, Nit, & Morariu, 2011). A producéo de
geles a partir de polimeros ja vem desde os anos 70°s mas o interesse pela gelificacdo
fisica de polimeros tem recebido maior interesse nos Ultimos anos (Bercea et al., 2011,
Moreno et al., 2014). De facto, os veiculos de fa&rmacos mais convencionais apresentam
algumas preocupacdes tais como toxicidade e seguranca. Os geles termoreversiveis in-
situ sdo sistemas alternativos, o que constitui por si s6 uma vantagem (Dewan et al.,
2017). Hidrogeles sdo biomateriais promissores devido as suas importantes qualidades
tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, hidrofilicidade e por ndo serem
toxicos (Parhi, 2017). Tais qualidades tornam os hidrogeles sistemas adequados para

aplicacdo no campo médico e farmacéutico (Parhi, 2017).

A Tabela 1 elucida a classificacao geral dos geles:

Tabela 1- Classificacdo e descri¢ao geral dos geles (Escobar-Chavez et al., 2006)

Classe Descricao Exemplos
Organicos Sistemas monofasicos Carbopol®, tragacanth
Hidrogeles Hidrogeles organicos | CMC®, PF-127°,

naturais &  Hidrogeles | Veegum®, pasta pectina,
inorganicos com gomas | gel bentonite, pectina

sintéticas

Segundo a definicdo, um hidrogel ¢ uma rede de co-polimero, tridimensional,
homo hidrofilico ou que possui a capacidade de absorver agua ou fluidos
biolégicos(compostos celulares) (Kyoung, Hyung, Kim, & Lee, 2014). A afinidade para
absorver agua é geralmente atribuida a presenca de grupos hidrofilicos nos polimeros
tais como -OH, -COOH, -NH,, CONH e CONH,, formando assim as estruturas proprias
do hidrogel (Kyoung et al., 2014). Fisicamente, os hidrogeles sdo materiais
viscoelasticos contendo uma rede de polimeros unidos por interagfes fisicas e que
“intumescem” na presenca de agua (Markus et al., 2017). A rede tridimensional pode
ser formada por ligagdes covalente, interagdes de van der Walls, ligacdes por pontos de

hidrogénio e ligacdes fisicas desordenadas (Kyoung et al., 2014).

10
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Segundo os livros mais classicos da Tecnologia Farmacéutica, os geles sédo
formas farmacéuticas semi-solidas e usadas a nivel topico/local. Possuem a vantagem de
ser facilmente manipulados, de ser usados a nivel tdpico, de ndo terem efeito sistémico e
promoverem maior tempo de contacto entre o fArmaco e o local de a¢do. No caso dos
hidrogeles poliméricos biocompativeis, estes sdo usados em diversas aplicacbes
biomédicas/farmacéuticas tais como veiculos de libertacdo controlada de farmacos,
medicina regenerativa e engenharia de tecidos, no controlo da adeséo celular como da
matriz extracelular (Jagur-Grodzinski, 2010). Mais, j& foi demonstrada a sua utilidade
para libertacdo pulsatil de farmacos, reconstrucdo ou reparacdo de tecidos moles,
biossensores e atenuadores e para muitas outras aplicacbes biomédicas (Jagur-
Grodzinski, 2010).

Grande parte das formulacdes tdpicas apresenta uma das maiores desvantagens
que consiste no baixo tempo de residéncia/contacto do farmaco no alvo (a pele). Geles
termorreversiveis apresentam-se portanto, como uma possivel solucéo para contornar o
problema, apresentando-se como um potencial veiculo para libertacdo controlada de
farmacos para diversas aplicacdes farmacéuticas tais como parenteral, oftalmica, rectal e
aplicacdo tdépica (Pereira et al., 2013). Possui ainda caracteristicas atrativas para
aplicagéo auricular (Wang et al., 2011).

Os hidrogeles quando se encontram a baixas temperaturas comportam-se como
solucdes, o que facilita o seu proprio manuseamento, contudo a temperaturas especificas
(37°C) comportam-se como geles de caracter viscoso com propriedades que lhe
conferem adesé&o ao tecido alvo e consequentemente aumento do tempo de residéncia
(Pereira et al., 2013).

No caso especifico deste trabalho experimental para futura aplicacdo trans-
timpanica, especificamente, para a administragdo localizada de antibidticos na
membrana timpanica, os hidrogeles ndo s6 podem aumentar a biodisponibilidade local
do farmaco bem como reduzir o risco de resisténcia aos antibiéticos, mantendo o

antibidtico no local alvo durante mais tempo (Khoo et al., 2013).

11
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Poloxamers

Os Poloxamers (PX) sdo uma familia de copolimeros em tribloco, apresentando
um bloco central de 6xido de polipropileno hidrofébico (PPO) com dois blocos de
polietileno hidrofilico (PEO) nos flancos (Boonlai, Tantishaiyakul, Hirun, Phaisan, &
Uma, 2017; Cirin, Krstono$ié, & Posa, 2017; Dumortier, Grossiord, Agnely, &
Chaumeil, 2006; Fakhari, Corcoran, & Schwarz, 2017; Managa, Britton, Prinsloo, &
Nyokong, 2018)

H (O-CH,-CH,), (0-CH-CH,) ,(0-CH,-CH,), OH

|
CH

3

Figura 1 - Estrutura quimica de Pluronic® F127 (a- porcéo de oxido etileno, b - porgéo de 6xido

propileno) (Escobar-Chavez et al., 2006).

Entre esta familia de copolimeros (Poloxamers), o Poloxamer® 407 foi registado
como marca comercial como Pluronic® F127 pelos Laboratérios BASF e como
Synperonic PE/F127® pelos Laboratérios ICP. Trata-se de um agente emulsivo nio
i6nico hidrofilico com uma vasta gama de aplicacGes (Fakhari et al., 2017; Kuroiwa,
Higashi, Ueda, Yamamoto, & Moribe, 2018), que pode ser usado como estabilizador em
formulaces (Kuroiwa et al., 2018). Pluronic®F127 é um agente emulsivo no iénico,
anfifilico, constituido por co-polimeros sintéticos: polioxietileno (POE) de caracter
hidréfilo (Pereira et al., 2013) e polioxipropileno (POP) de carécter hidréfobo numa
concentracdo variavel (20 a 30%). O Poloxamer® F-127 é reconhecido como um
“componente inativo” pela FDA para diversos produtos para satde humana e animal,
tais como solugdes orais, suspensdes, formulages por inalagdo, intravenosas,
oftalmicas ou tépicas (Dumortier et al., 2006; Fakhari et al., 2017).

Uma das propriedades destes compostos relaciona-se com a sua capacidade de

gelificacéo tal como ilustra a Figura 2.

12
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HEXAGONAL
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o

Figura 2 — Esquema ilustrativo do comportamento dos geles com o aumento da temperatura (Escobar-
Chéavez et al., 2006).

O mecanismo envolvido na converséo sol-gel e gel-sol do gel termorreversivel é
baseado na interacdo hidrofobica. Os polimeros que apresentam interacdo hidrofdbica,
devem ter um dominio hidrofilico e um hidrofébico, chamados anfifilicos. Tais grupos
sdo sollveis em agua a baixas temperaturas, mas apds o aumento da temperatura, 0s
dominios hidrofobicos (gelificadores) agregam-se para minimizar a area de superficie
hidrofébica em contacto com a &gua envolvente (Parhi, 2017). A gelificacdo do
Poloxamer (PX) depende da temperatura concentracdo de polimero e o processo de
gelificacdo total é tipicamente dividido em duas etapas segundo ilustra a Figura 3
(Parhi, 2017).

Hydrphobic PPO core
PPO block

\
" /A, \\ | //F,
" — i M S i (
e Micellization . 5 Gelation
,Q\ K

PEO block Hydrated PEO shell

Figura 3 — Esquema ilustrativo do mecanismo fisico de gelificacdo do PX 407 em &gua. (retirado de
Parhi).
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Em geral, os PX sdo compostos granulosos, cerosos e de cor branca (Escobar-
Chavez et al., 2006). Este composto apresenta uma massa molecular de,
aproximadamente, 12,600 Da (70% POE) (Pereira et al., 2013).

Geralmente as solucdes aquosas concentradas em PX F-127 sofrem gelificacéo,
a qual faz deste polimero uma escolha interessante para otimizacao de formulacdes de
farmacos bem como sistemas de libertacdo modificada de farmacos (Akash & Rehman,
2015; Boonlai et al., 2017; Branco & Schneider, 2009; Das, Madan, & Lin, 2012;
Dumortier et al., 2006; Fakhari et al., 2017; Kabanov, Batrakova, & Alakhov, 2002;
Kojarunchitt, Hook, Rizwan, Rades, & Baldursdottir, 2011; Pereira et al., 2013)(Pereira
et al., 2013), (Fakhari et al., 2017), (Dumortier et al., 2006), (Branco & Schneider,
2009), (Kabanov et al., 2002), (Kojarunchitt et al., 2011), (Das et al., 2012), (Akash &
Rehman, 2015), (Boonlai et al., 2017).

A aplicacdo do Poloxamer® F-127 para sistemas de libertacdo sustentada de
farmacos foi observada em dois estudos anteriores (Ramon, 2015; Ricci, Lunardi,
Nanclares, & Marchetti, 2005) Num desses estudos, Ricci e colaboradores
demonstraram que a taxa de lidocaina libertada foi controlada pela variacdo de
concentracdo de PX 407 (Ricci et al., 2005). Este estudo confirmou também que o uso
de geles de PX 407 aumentou o tempo de residéncia do farmaco no local da injecdo e
que a libertacdo sustentada de farmaco resultou num aumento da eficacia terapéutica
(Ricci et al., 2005). No segundo estudo, o PX 407 foi introduzido para administracao
intraperitoneal de lidocaina e dexametasona para o controlo/manutencdo da dor pos-
operatdria (Ramon, 2015). Akkari et al. demonstraram que a formulacdo constituida por
PX 407/188 revelou-se um sistema de libertacdo infiltrativo local para anestesia
aplicado no tratamento da dor poGs-operativo versus a ropivicima como modelo de
farmaco. Eles autores demostraram que a formulacdo apresentou uma reduzida
citotoxicidade in-vitro e um aumento do tempo de anestesia sem indu¢do in-vivo de
sinais de inflamac&o ap0s a injecdo local (AkKari et al., 2016).

Além destes estudos surgiram formulacGes adicionais recorrendo ao PX,
nomeadamente o desenvolvimento de uma formulagdo de gel PX para aplicacdo
intranasal de hidrocloridrato de naratriptano para o tratamento de enxaqueca (Majithiya,

Ghosh, Umrethia, & Murthy, 2006). Este estudo demonstrou um perfil de libertagdo

14
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controlada do farmaco sem sinais de quaisquer danos nas células do epitélio num
modelo animal, sugerindo a natureza nao-tdxica da formulacéo (Majithiya et al., 2006).

Em termos de patentes, observa-se que nos Estados Unidos existe um nimero
consideravel de patentes registadas contendo PX 407 na sua composicdo (Calé &
Khutoryanskiy, 2015).

Em baixas concentracdes (10“ a 10 %) eles formam, geralmente, micelas
monomoleculares mas, em altas concentragcbes formam agregados multimoleculares,
constituidos por um ndcleo central hidrofobico com cadeias hidrofilicas de
polioxietileno orientadas para o exterior (Escobar-Chavez et al., 2006; Nie, Hsiao, Pan,
& Yang, 2011b)

A micelizagdo ocorre em solugdes diluidas, de solventes selecionados, em
blocos de co-polimeros, acima da concentracdo micelar critica (cmc) e a uma dada
temperatura, acima da concentracdo critica de gel (ccg) as micelas podem formar uma

rede tal como ilustra a Figura 4 (Escobar-Chavez et al., 2006; Fakhari et al., 2017)

% 3
Y%

c<eme c2cme czcge

Figura 4 — llustracdo da cmc e ccg numa solucdo de co-polimero em bloco (retirado de
(Escobar-Chavez et al., 2006).

O fato destes geles formarem solugcbes-geles termorreversives € um bom
indicador de que quando aplicados na pele ou injetados no corpo, o gel formado vai
criar uma barreira solida e, por conseguinte, constituir um sistema de libertacdo
sustentada de farmacos (Escobar-Chavez et al., 2006).

Para avaliar a estrutura do gel podem ser utilizadas diversas metodologias tais
como a inspecéo visual da formacdo de gel, a determinacgdo da viscosidade a diferentes
temperaturas, a determinacdo da textura, a analise de transicdo de fase solucdo-gel
calorimetria diferencial de varrimento e a analise da morfologia por Microscopia
Electrénica de Varrimento (SEM) (Pli, Experimemtal, Lus, & Grande, 2005; Rijo et al.,
2014; Roberto, 2007).

15
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O objetivo proposto desta dissertacdo, tem como base o trabalho experimental,
que ¢ o desenvolvimento, para uma futura incorporacao, de nanoparticulas num hidrogel
termorreversivel contendo um antibiético para aplicacdo a nivel trans-timpénica no
tratamento de otite média aguda a nivel hospitalar, evitando assim a recidiva da
patologia melhorando, significativamente, a eficacia do tratamento. Além do PX, esta
dissertacdo recorre a outros polimeros com o objetivo de aumentar a mucoadeséo da

formulacdo no local-alvo, mas também aumentar a temperatura de gelificacao.
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Polimeros complementares (biopolimeros)

O quitosano é um um biopoliaminosacarido natural linear, obtido através da
deacetilacdo da quitina. Trata-se do segundo polissacarido mais abundante a seguir a
celulose (Pereira et al., 2013) O quitosano bem como varios polimeros hidrofilicos tém
sido incorporados em geles de PX F127 tanto para promover a libertacdo controlada de
farmacos bem como para melhorar a sua capacidade mucoadesiva (Pereira et al., 2013).

A goma xantana € um heteropolissacarideo produzido pela fermentacdo do
microrganismo Xanthomonas campestres. Em solucbes aquosas, sob alteracdes de
temperatura, as macromoléculas de goma xantana sofrem alteracbes na sua
conformacao (Chimie, Bercea, Darie, & Morariu, 2013).

O Carbopol ® 940 (carbomero 940) é homo- um copolimero sintético do acido
acrilico e tem sido usado como agente de suspensdo, estabilizante e espessante
(Balakrishnan et al., 2015). Carbopol confere mucoadesividade a formulacdo, o que
aumenta a viscosidade da mesma, forma ligacéo de hidrogénio com a mucosa e aumenta
0 tempo de residéncia no alvo (Majithiya et al., 2006; Singh, Kumar, & Pathak, 2013).
E de referenciar que o Carbopol® tem sido usado para promover a mucoadesividade em
solugdes intra-nasais (Balakrishnan et al., 2015; Singh et al., 2013; Singh, Kumar,
Pathak, Basu, & Bandyopadhyay, 2010).
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Materiais e Métodos de preparacao dos geles

Materiais

PX F127, Quitosano (LMW), Carbopol® 940, Goma Xantana (G1253) foram
obtidos na empresa Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA).
Todos os restantes reagentes usados foram de grau analitico.

Meétodos

Todos 0os métodos de preparacdo dos geles em estudo foram baseados no método
“Cold” descrito em diversas publicacbes cientificas (Chimie et al., 2013; Cho et al.,
2011; Nie, Hsiao, Pan, & Yang, 2011a; Shin et al., 2013) com algumas adaptacdes

apropriadas aos estudos e pesquisas a realizar.

A. Resumidamente, a preparagdo do gel “Cold I” (Nie et al., 2011a; Soga et al.,2005)
realizou-se da seguinte forma:

e Foram adicionadas 18 g de PX F127 a 100 mL de solucdo tampéo fosfato
(PBS a pH 7,4, USPXXX), num copo de precipitacdo de volume apropriado
(250mL);

e A homogeneizacdo da solucdo foi de seguida realizada com recurso a placa
magnética (e respetivos agitadores), de forma suave e constante, a 4° C,
durante aproximadamente 24h, até a obtencdo de uma solucéo limpida;

e O gel obtido foi armazenado no frigorifico (4°C) devidamente acondicionado

para as pesquisas posteriores (Nie et al., 2011).

B. Quanto a preparagao do gel “Cold 11” (Cho et al., 2011; Xi et al., 2014), pode
resumir-se nos seguintes passos:
e Foram adicionadas 9 g de PX F127 a 50 mL de agua destilada a 4°C, num
copo de precipitacdo de volume apropriado (100 mL);
e A dissolucdo total de PX F127 foi feita com agitacdo suave e constante até a

obtencéo da solucédo limpida pretendida;
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Em paralelo foi preparada, uma solucdo de Quitosano a 0,6 % (m/v), pela
adicdo de 0,6 g do mesmo a 50 mL de uma solucgéo de &cido acético a 0,5 %
(v/v) num copo de precipitacdo de volume apropriado (100 mL);

Para finalizar, as duas solugdes foram misturadas num copo de precipitacao
com agitacdo suave e constante, a 4° C, durante 24h, até a obtencdo da
solucdo limpida pretendida;

Posteriormente, a solucdo foi armazenada e acondicionada para as pesquisas e

estudos posteriores (Cho et al., 2011).

C. O gel “Cold I1I” (Gibb A., 2016; Shin et al., 2013) foi preparado de forma sucinta,

do seguinte modo:

Adicionaram-se 18 g de PX F127 a 75 mL de solucdo tampédo fosfato a pH
7,4, contendo 1% de Tween 20, num copo de precipitacdo de volume
adequado (100 mL);

O processo de dissolugdo total dos granulos foi realizado com agitacao
constante e suave, a 4°C, até se encontrar totalmente dissolvido;

Em paralelo foram adicionadas 0,1 g de Carbopol® 940 a 25 mL de solucéo
tampdo fosfato (pH 7,4) num copo de precipitacdo; a dissolucdo do Carbopol
940 foi realizada com recurso ao equipamento de ultrassons;

Por fim, as duas solu¢Ges foram misturadas, nas mesmas condicdes de
agitacdo e temperatura, a solucdo limpida pretendida foi obtida e devidamente

armazenadas para as futuras pesquisas e estudos a realizar (Shin et al., 2013).

D. O gel “Cold 1V” (Chimie et al., 2013) foi, resumidamente, realizado seguindo

0S passos seguintes:

Foram adicionadas 18 g de PX F127 a 100 mL de agua destilada num copo de
precipitacdo de volume apropriado;

A obtencdo da solucdo limpida pretendida foi obtida com agitacdo suave e
constante a 4 °C, durante algumas horas;

Posteriormente foram adicionadas 0,1 g de Goma Xantana a mesma solucao,
mantendo as condigdes de dissolucdo anteriormente descritas;

Finalmente, obteve-se a solucdo limpida pretendida que foi devidamente
armazenada e acondicionada para os estudos e pesquisas seguintes (Chimie et
al., 2013).
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Inspecdo Visual da formacéo de gel

O método realizado consistiu na introducéo de 2 mL de cada solucdo-gel em
tubos de ensaio, posteriormente armazenados a 4 °C até estarem equilibrados
termicamente e de seguida feito o registo fotografico.

Os tubos de ensaio foram de seguida colocados numa incubadora a 37°C até ao
equilibrio térmico e depois invertidos e fotograficamente registados.

O uso dos registos fotogréficos permite, de acordo com a literatura, uma melhor
elucidacdo do comportamento da sol-gel a diferentes temperaturas (4 e 37°C)
(Dumortier et al., 2006; Hirani, Grover, Lee, Pathak, & Sutariya, 2014; Moreno et al.,
2014).

Determinacédo da viscosidade

A viscosidade foi determinada em triplicado (n=3) a

diferentes temperaturas (4, 25 e 37°) com recurso ao &
—

Viscosimetro Rotacional da Brookfield® (Middleborough,

EUA) (Fig. 5). A velocidade de rotacdo para todas as amostras
foi de 100 RPM e usada agulha nimero trés (Moreno et al.,
2014; Pereira et al., 2013)

Figura 5 - Viscosimetro Rotacional da Brookfield®.
(Middleborough, EUA)
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Analise morfoldgica

A anélise morfoldgica dos geles em estudo foi avaliada com recurso a técnica de
microscopia de varrimento eletronica (SEM). Foram colocadas aliquotas de cada
amostra em lamelas de vidro, secas num exsicador e analisadas de seguida por SEM. As
preparagbes foram entdo revestidas com uma camada fina de ouro (500 nm de
espessura) e observadas no microscopio eletronico JEOL 5200 LV (JEOL Ltd., Téquio,
Japdo) a uma voltagem de aceleracdo de 20 kV. As imagens recolhidas foram guardadas
em formato digital. (Roque et al., 2017; Singh et al., 2013)

Analise da textura

A anélise da textura (firmeza e adesividade) foi realizada

com recurso ao equipamento Texturémetro Stable Micro

Systems TA- XT2i (Godalming, Reino Unido), apenas para o i

Gel Cold I, sendo este o gel base de todas as formulagGes. Foi L IT.'T,
utilizada uma sonda de teste P/25P (25mm/s), com uma !
velocidade de teste 3 mm/s, a distdncia foi 5mm, célula de . ©
carga com 5k e Trigger Force de 0,049. i Iié‘"ﬁ

Figura 6 - Texturémetro Stable Micro Systems TA-
XT2i (Godalming, Reino Unido).
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Analise transicao de fase (Sol-gel)

A analise por Calorimetria Diferencial de
Varrimento (Differential Scanning Calorimetry
— DSC) foi realizada com recurso ao
equipamento DSC NETZSCH 204F1 da
Phoenix® (Selb, Alemanha). Foram realizadas

corridas de 50 minutos para os quatro geles,

com varios ciclos de aquecimento e

Figura 7 — Aparelho de DSC NETZSCH

arrefecimento da amostra com uma taxa de 204F1 da Phoenix® (Selb, Alemanha)

varrimento de 10°C / min (Shin et al., 2013;
Singh et al., 2013).

Estudo da citoxicidade geral usando Saccharomyces cerevisiae L como
modelo

O equipamento utilizado foi uma
incubadora  (Heidolph  Inkubator 1000, i L
Schwabach, Alemanha), placa agitadora , \ X ”
(Heidolph ~ Unimax 1010,  Schwabach, 0 N

Germany), misturador vortex (Velp Scientifica

ZX, cidade, pais) e espectrofotdmetro Figura 8 - Incubadora Heidolph Inkubator 1000 e
L . . Heidolph Unimax 1010 (Schwabach, Alemanha
(Thermo Scientific evolution 300 UV-vis P ( )

Loughborough, Reino Unido).
O método foi realizado com base em métodos descritos anteriormente por outros

autores (Pli et al., 2005) Foram preparadas solucdes do gel com diferentes

concentracdes para o gel Cold Il e I1l. Foram introduzidos 100uL de cada solugdo em
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cuvettes de 2mL juntamente com o meio YPD (ver Anexo 2) e 40uL de cultura liquida
de S. cerevisiae L previamente preparada.

Posteriormente foi lida a absorvancia a 525 nm, em quadruplicado, das cuvettes
com amostra. Em paralelo foi feito um controlo também em quadruplicado (Thermo
Scientific evolution 300 UV-vis, Loughborough, Reino Unido). Por fim os dados foram
tratados matematicamente e calculadas as taxas de inibicdo respetivas (Pli et al., 2005;
Rijo et al., 2014)

Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente com recurso ao Software Excel da
Microsoft®, realizou-se o teste t, uma vez que as concentracdes de PX serem iguais nos
quatro géis procedemos a analise em duas amostras independentes e considerou-se a

diferenca estatisticamente significativa com p> 0,05.
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Resultados

Inspecéo visual da formacéo de gel

Os resultados que se seguem sdo referentes a inspecédo visual da formacéo de gel.

\

.

. ammg
4°c =9 37°C
Figura 9.1. - llustracdo da transicéo

de estado do gel “Cold 1" a 4 ¢ a 37°. Figura 9.2. - llustracdo da transicéo

de estado do gel “Cold 11” a4 e a 37°.

v

4°C =) 37°C 4°C =P 37°C
Figura 9.3. - llustracdo da transigéo Figura 9.4. - llustracdo da transicio
de estado do gel “Cold 111" a 4 e a 37°. de estado do gel “Cold IV’ a4 e a 37°

Figura 9 — Esquemas ilustrativos da transicdo sol-gel dos diferentes geles em estudo.
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Viscosidade

Os resultados que se seguem, nas Tabelas 2-5, sdo referentes a determinacdo da

viscosidade nos diferentes geles, em triplicado (n=3) e a diferentes temperaturas (4, 25 e

37°C).

Tabela 2 — Valores médios referentes a medicéo da viscosidade (mPas) em triplicado do Gel “Cold I a

diferentes temperaturas (4, 25 e 37°C). Nota: D.P. - Desvio padréo.

Gel Cold I (mPas)

min/T°C 4 25 37
10 76 360 7320
20 76 380 7360
30 75,2 360 7320
Média 75,7 366,7 7333,3
D.P. 0,46 11,55 23,09

Tabela 3 — Valores médios referentes a medigido da viscosidade (mPas) em triplicado do Gel “Cold I1” a

diferentes temperaturas (4, 25 e 37°C). Nota: D.P. - Desvio padréo.

Gel Cold Il (mPas)

min/T°C 4 25 37
10 170 268 7600
20 170 270 7640
30 170,4 272 7600
Média 170,13 270 7613,33
D.P. 0,23 2,00 23,09
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Tabela 4 - Valores médios referentes a medi¢éo da viscosidade (mPas) em triplicado do Gel “Cold II1” a

diferentes temperaturas (4, 25 e 37°C). Nota: D.P. - Desvio padrao.

Gel Cold Il (mPas)

min/T°C 4 25 37
10 69,2 286 6080
20 69,2 288 6080
30 69,6 290 6080
Média 69,33 288,00 6080,00
D.P. 0,23 2,00 0,00

Tabela 5 - Valores médios referentes a medi¢do da viscosidade (mPas) em triplicado do Gel “Cold IV” a

diferentes temperaturas (4, 25 e 37°C). Nota: D.P. - Desvio padréo.

Gel Cold IV (mPas)

min/T°C 4 25 37
10 66 384 6060
20 66 382 7000
30 67 384 7000
Média 66,3 382,7 6993,3
D.P. 0,58 1,15 11,55
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Analise da textura

A Tabela 6 descreve os resultados referentes a determinacao da textura do Gel Cold |

(PX F127, 18% (m/v)).

Tabela 6 - Dados referentes a determinacao da textura do Gel Cold 1.

_ Area Negativa
Ensaio Fmax. (N)
(N/mm?)

1 0.6 -3,3

2 0,6 -3,1

3 0,6 -3,5

Média 0,6 -3,3

D.P. 0 0,2
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Analise morfoldgica (SEM)

Imagens (Figuras 10-13) que se seguem foram obtidas com recurso a técnica de
SEM.

microscopia

\J‘
18em 158226

.

Figura 10 - Imagem SEM referente ao Gel
“Cold I".

nls588 18P m 1589349

Figura 12 - Imagem SEM referente ao Gel
“Cold III”.

“Cold II".

“Cold IV”.

1.8 Hm

ST S
Adepm

1s@sze

Figura 11 - Imagem SEM referente ao Gel

Figura 13 - Imagem SEM referente ao Gel

28



Analise da transicéo de estado (Sol- Gel)

As imagens que se seguem sdo referentes aos termogramas obtidos da analise

dos geles, representados graficamente com DSC/(mW/mg) versus Temperatura (°C).

DSC /[miimg) DSC (mWimg)
05 TEX0 1exo
04 10
03 08
02 06
01 \
04 N7/,
00 I] (E:m;ulex 3eik I \
D 1 Aea -34210g 02 “t‘
22 00 l
2 2 \
13
o Y
' ! Tezngperalure.w'”c ¥ . 0 0 10 2 Kl 4 50
Temperature °C
Figura 14 - Gel “Cold I”: Area do pico (média): Figura 15 — Gel “Cold II”: Area do pico (média):
3,367; D.P.:0,21; “Onset” (média):13,9°C. 2,673; D.P.: 0,05 “Onset” (média): 16,2°C.
DSC fmiWimg) DSC imi¥img)
04 N/ \/\ 10 -
\ 08 s
02 \I‘
'i‘ 06
0 \ Complex Peak: o —
|‘ 5 -3 Area 303947
-10 0 10 2 30 40 50 -0 0 10 0 30 40 50
Temperature [°C Temoerature /'C
Figura 16 - Gel “Cold I11”: Area do pico (média): Figura 17 — Gel “Cold IV”: Area do pico (média):
3,304; D.P.: 0,37; “Onset” (média): 13,7°C. 3,045; D.P.: 0,21; “Onset” (média):15,4°C.
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Estudo da citoxicidade

A Tabela 7 descreve os resultados da andlise de citotoxicidade geral utilizando

Sacchoromyces Cerevisiae como modelo de estudo.

Tabela 7 - Resumo dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade geral.

Gel “Cold I1” Gel “Cold I11”

Tested Concentrations

Quitosano Quitosano Carbopol ® 940
50 pg/mL x10 (50 pg/mL) x20 (50pg/mL)
250 pg/mL x15 (250 pg/mL) x15 (250 pg/mL)
500 pg/mL x20 (500 pg/mL) x10 (500 pg/mL)

Viabilidade Celular (%0) e respetivos D.P.

95,92 %; 0,004 92,33 %; 0,002 92,04 %; 0,001

Verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (com p>

0,01) entre as diferentes concentragdes testadas.
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Discussao de resultados

Foi possivel observar o comportamento das amostras a diferentes temperaturas
com a inspec¢do visual do comportamento da solucdo a 4 e a 37°C. A 4°C, todas as
amostras se comportaram como solucdes liquidas e muito pouco viscosas. Porém, apos
aumento de temperatura, especificamente a 37°C, todas as solucdes se transformaram
num gel de caracter viscoso, aparentemente estatico quando invertido ou sob agitacao
manual. O aspeto macroscopico destes geles é concordante com estudos anteriores
(Dumortier et al., 2006; Hirani et al., 2014; Moreno et al., 2014).

Durante a determinacdo da viscosidade observou-se uma relagéo inversamente
proporcional entre a viscosidade e a temperatura. Todas as solugbes apresentaram um
valor de viscosidade muito semelhante, muito provavelmente devido ao composto
maioritario usado nas quatro formulacGes ser 0 mesmo e a mesma concentracdo. No
entanto é de salientar que o Gel Il apresenta uma maior viscosidade a 4°C em relacao as
outras amostras. Por este facto, podera ser o mais indicado para aplicacdo em mucosas.
Além disso, este gel contém quitosano o que também melhora a sua capacidade
mucoadesiva (Moreno et al., 2014; Pereira et al., 2013)." Outra observacdo detetada
neste estudo relaciona-se com a perda de termorreversibilidade do gel com goma
Xantana, facto que ja se encontra descrito na literatura (Chimie et al., 2013). Neste
estudo verificou-se que na presenca de longas cadeias de xantana, os geles PX F127
perdem sua termorreversibilidade, no entanto, as propriedades elésticas sdo melhoradas
e a tensdo de cisalhamento aumenta consideravelmente.

Por uma questdo de limitacdo do niUmero das amostras para analise da textura, a
determinacdo da textura foi realizada apenas com o Gel Cold I. Os valores obtidos
(Tabela 6) estdo de acordo com a literatura (Singh et al., 2010).

As imagens obtidas com recurso a tecnologia SEM permitem-nos evidenciar o
potencial destes geles como veiculo para farmacos. As imagens referentes ao Gel | e 111
(Figura 10 e 12) mostram a existéncia de poros na matriz do gel, provavelmente, Uteis
para uma futura incluséo de farmacos. As imagens do Gel Il e IV (Figura 11 e 13)
apresentam um aspeto de filme continuo (Singh et al., 2013).

Todos os termogramas obtidos através da analise DSC evidenciaram a transigdo

de estado solucdo-gel (Tsol-Tgel). No entanto, a temperatura & qual ocorre a transicao
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em causa, em todos os termogramas, € abaixo do que estd descrito na literatura
aproximadamente 29,2°C (Nie et al., 2011). Uma possivel justificacdo para esta
diferenca pode estar relacionada com o registo do inicio (“Onset”) da formagdo de gel.
O “onset” de todos os geles ndo difere, significativamente, ainda assim é de referir que
0 que apresentou uma temperatura de gelificacdo superior foi o Gel 1l (Figura 16).

Um dos problemas que nos depardmos na realizacdo da analise por DSC dos
geles foi o facto da temperatura de gelificacdo ser inferior ao descrito na literatura, com
uma diferenca de cerca de 3°C. Tal facto pode ser justificado pelo facto de todos os
geles preparados terem como soluto base, uma solucdo tampédo de fosfato a pH 7,4, a
qual introduz i6es em solucéo (Engleder et al., 2014). A &gua possui mais afinidade para
estes i0es do que para PX F127, o que facilita a formacéo de gel, diminuindo assim a
temperatura de gelificacdo das formulacGes (Tsol-Tgel) (Engleder et al., 2014). A
preparacdo destas formulacGes em agua desionizada poderia contornar este problema.
Porém, é descrito na literatura que a presenca dos ides poderad conferir maior rigidez e
bioadesdo as formulagbes, o que constitui por si s6 uma vantagem (Engleder et al.,
2014).

Em muitos estudos, o efeito de solutos em pequenas quantidades (sais, co-
solventes) no comportamento da transformacéo de fase tem sido discutido em diversas
publicacdes (Cabana, Ait-Kadi, & Juhasz, 1997; Desai, Jain, Sharma, & Bahadur, 2001)
Contudo, a propriedade de termogelificacdo do sistema PX F-127 ainda ndo se encontra
totalmente esclarecida (Adeli, 2016; Nascimento et al., 2018; Nie et al., 2011). Neste
estudo, a andlise térmica por DSC permitiu obter informacGes gerais sobre ambos 0s
processos de transicdo, tanto de micelizacdo como de Sol-Gel que s&o sempre
acompanhados pelo comportamento termoreversivel de F-127. Sabe-se que quando o F-
127 é introduzido numa solucdo aquosa acima da concentracdo micelar critica (cmc), a
sua estrutura sofre alteracdo de blocos de copolimeros individuais (unimeros) para
micelas auto-organizadas. Este processo, envolvendo agregacdo, é definido como
“micelizagdo”. A0 mesmo tempo, os copolimeros em bloco, a uma determinada
concentracdo, também sdo caracterizados por uma temperatura especifica na qual se
formam micelas (temperatura micelar critica, tmc). A temperaturas elevadas, esses
sistemas mostram uma transformacdo de fase devido a completa desidratagdo dos
blocos PO (6xido de propileno) e EO (0xido de etileno) (Bonacucina et al., 2007,

Goldstein, 2017) Assim, os geles sdo, em geral, liquidos a baixa temperatura, mas déo
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origem a um gel forte a uma dada temperatura superior. Este processo envolvendo a
transformagao de fase ¢ definido como “transi¢do Sol-Gel”.

Com a analise dos resultados obtidos, parece que o DSC é menos sensivel a
ocorréncia de transicdo de Sol-Gel, mas mais sensivel ao inicio (onset) rapido da
formacgdo de micelas. A transicdo Sol-Gel medida pela analise térmica corroborou os
resultados obtidos com o método do tubo invertido (Fig. 9).

Os beneficios destes sistemas sdo muitos, mas, um dos principais reside na
inocuidade dos geles. No presente estudo observamos uma inibicdo de crescimento
praticamente nula. Quanto ao quitosano em si, existem estudos anteriores que
corroboram os resultados obtidos, demonstrado a inexisténcia de toxicidade e
genotoxicidade associada ao polimero (Abdel-Gawad, Khalil, EI-Kady, Waly, & Abdel-
Wahhab, 2016; De Lima et al., 2010; Hu et al., 2013).

O Carbopol® 940, por ser um polimero de elevado peso molecular, esta
associado a baixo risco de toxicidade e o seu comportamento vastamente descrito em
livros compendiais (Ordofiez, Ordofiez, Zampini, & Isla, 2009; Pli et al., 2005; Rijo et
al., 2014)". No modelo utilizado, os geles ndo apresentam toxicidade.

Mas, para inferir de forma mais aprofundada sobre possivel toxicidade os geles
em estudo, deveriam ser feitos estudos em modelos mais complexos, como por

exemplo, queratindcitos humanos.
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Conclusdes / Perspetivas futuras

Com base nos resultados obtidos, no trabalho experimental, sugerem que este
tipo gel, de carater termorreversivel, merece especial atengcdo por representar uma
aposta atrativa como sistema de veiculacdo de farmacos devido as caracteristicas
apresentadas tais como a termogelificacdo reversivel, o seu facil manuseamento quando
se encontra em solugdo (baixas temperaturas) e o seu poder bioadesivo/mucoadesivo
com consequente aumento do tempo de contacto no tecido alvo. Tendo em conta as
caracteristicas vantajosas, este tipo de formulacdo podera ter diversas aplicagdes como
sistema de libertagdo controlada, tanto para uso humano como veterinario.

O trabalho experimental realizado sugere que o Gel Il podera ser mais
promissor para inclusdo de farmacos, pelo que os préximos passos incluirdo a
preparacdo de nanoparticulas e a sua inclusdo neste gel. Esta dissertagdo sugere ainda
que deverdo ainda ser realizados estudos de permeacéo e adeséo in vitro e ex vivo com o
produto final (Gel Cold + Nanoparticulas) bem com estudada a sua citotoxidade num

modelo celular.
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Anexo 2

Preparacdo do meio de cultura YPD (1% de extrato de levedura (Y);
0,5 de peptona (P) e 2% de dextrose)

i & W N

Mediu-se o volume necessdrio de dgua desionizada para um baldo de
Erlenmeyer de 500mL.

Pesou-se o extrato de levedura, peptona e dextrose.

Adicionou-se ao baldo e agitou-se o sistema até a dissolucao.

Perfez-se o volume final desejado, adicionando dgua com agitagao.

Dividiu-se por Erlenmyer de 50mL e procedeu-se a sua esterilizacdo no

autoclave a 121°C, durante 20min.
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