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Abstract

The pharmaceutical industry has dealt with several obstacles with regard to the
development of new drug delivery systems, due to low drug solubility, permeability and
stability, thus conditioning the efficiency of these systems.

Additionally, within the scope of the development of delivery systems, controlled
delivery systems have acquired an increasing interest by the scientific community, as they
present numerous advantages, such as the reduction of the frequency of administration and

allowing some flexibility in the choice of excipients to be used for their development.

However, in their development, it is essential to guarantee its biostability, a good
incorporation of the drug and an adequate release profile. For this purpose, different release
adjuvants can be used, such as Gelucire 50/02 ® and Sucrose, which can contribute to the
modification of the lipid implant release profiles. Additionally, due to the countless valuable
properties of ionic liquids, they can also be potential functional excipients, by promoting the
solubility and permeability of drugs or even by contributing to the stability of the developed

delivery systems.

Thus, this work aimed to evaluate not only the impact of the presence of two release
adjuvants, Gelucire® 50/20 or Sucrose, in lipid implants, but also of the incorporation of two
ionic liquids, [Cho][Phe] and [Cho][Glu], derived from choline. In the production of implants,
caffeine was used as a model asset.

The performance evaluation of the developed implants allowed to demonstrate that
each prepared batch showed an uniform content as well as homogeneity in the caffeine
content (greater than 95 %), demonstrating that the incorporation of IL does not affect these
parameters. The results also demonstrated that the presence of the IL can model the release of
the active, with IL [Cho][Glu] allowing greater release of caffeine and a faster degradation of

the implants over time in contrast to IL [Cho][Phe].

Keyword: Lipid Implants; lonic liquids; Caffeine; Content Uniformity, Release and
Asset Dosing.
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Resumo

A industria farmacéutica tem lidado com varios obstaculos no que diz respeito ao
desenvolvimento de novos sistemas de veiculagdo de farmacos, devido a baixa solubilidade,
permeabilidade e estabilidade dos farmacos, condicionando assim a eficiéncia desses

sistemas.

Adicionalmente, no &mbito do desenvolvimento de sistemas de veiculagdo, os sistemas
de veiculacdo controlada tém adquirido um crescente interesse por parte da comunidade
cientifica, por apresentarem inumeras vantagens, como a reducdo da frequéncia de
administracdo e permitirem alguma flexibilidade na escolha de excipientes a utilizar para o

seu desenvolvimento.

No entanto, aquando do seu desenvolvimento, é fundamental garantir a sua
bioestabilidade, uma boa incorporacdo do farmaco e um perfil de libertacdo adequado. Com
esta finalidade poderdo ser usados diferentes adjuvantes de libertacdo, como o Gelucire®
50/02 e a Sacarose, que poderdo contribuir para a modificagdo dos perfis de libertagcdo de
implantes lipidicos. Adicionalmente, devido as inUmeras propriedades valiosas dos liquidos
ionicos, estes também poderdo ser potenciais excipientes funcionais, ao promoverem a
solubilidade e permeacdo dos farmacos ou até mesmo ao contribuir para a estabilidade dos

sistemas de veiculagdo desenvolvidos.

Assim, com este trabalho pretendeu-se avaliar ndo sé o impacto da presenca de dois
adjuvantes de libertacdo, o Gelucire® 50/02 ou a Sacarose, nos implantes lipidicos, mas
também da incorporacdo de dois liquidos iénicos, [Cho][Phe] e [Cho][Glu], derivados de

colina. Na producdo dos implantes foi utilizado como ativo modelo a cafeina.

A avaliacdo da performance dos implantes desenvolvidos permitiu demonstrar que se
obteve uniformidade de conteldo entre cada lote preparado e homogeneidade no teor de
cafeina contido (superior a 95 %), demonstrando que a incorporacao dos LI ndo afecta estes
parametros. Os resultados demonstraram ainda que a presenca dos LI pode modelar a
libertacdo do ativo, sendo o LI [Cho][Glu] o que permite uma maior libertacdo de cafeina e
uma degradacdo dos implantes mais rapida ao longo do tempo contrariamente ao LI
[Cho][Phe].

Palavra-chave: Implantes Lipidicos; Liquidos Ionicos; Cafeina; Uniformidade de

contetdo, Libertacdo e doseamento do ativo.
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A veiculacdo de farmacos tem sido um dos principais problemas para a inddstria
farmacéutica, isto porque a baixa solubilidade, permeabilidade e a estabilidade dos farmacos
tem dificultado o desenvolvimento de novos sistemas de veiculacdo, quer seja para novas
substancias activas, quer para outras ja existentes (Caparica, Jalio, Baby, et al., 2018; Huang
et al., 2018; Frauke Kreye, Siepmann, & Siepmann, 2008). Outro factor fundamental a
considerar além da forma farmacéutica é a via de administracdo a utilizar, uma vez que esta
também vai depender do tipo de farmaco. Por exemplo, se for um farmaco em que a
substancia activa € uma proteina, a via de administracdo oral ndo é uma opcao viavel pois as
proteinas sdo degradadas a nivel do trato gastrointestinal e ainda a mucosa deste estrato nao é
permeavel a moléculas com um tamanho mais elevado e largo (Frauke Kreye et al., 2008).

Pelo que a via de administracdo a considerar depende de inUmeros factores.

1.1.  Vias de administracéo

Como referido anteriormente os farmacos podem ser administrados por diferentes
vias, como por exemplo as vias oral, intravenosa, subcutanea, intramuscular e tdpica, entre
outras. No que diz respeito a via oral, os farmacos podem ser administrados através de
capsulas ou comprimidos para serem engolidos. Nesta via, o farmaco € libertado da forma
solida no estbmago e é absorvido nos intestinos para a corrente sanguinea. No entanto,
existem alguns farmacos em que a via preferencial é a injecdo direta para o sangue (via
intravenosa) ou nos tecidos (subcutanea, intramuscular), devido a necessidade de haver um
inicio rapido de accao do farmaco ou porque o farmaco é instavel no sistema gastrointestinal
ou ainda porque ndo é absorvido nos intestinos. Os farmacos também podem ser
administrados através da zona ocular, pulmdes, nariz, reto e vagina (Gregoriadis & Florence,
1993; J.D.Rodwell, 1989; S.S.Davis, 2010).

Sdo diversas as vias de administracdo possiveis e cada uma destas afecta a absorcéo,
distribuicdo e metabolismo do farmaco, bem como as respostas fisiologicas ao mesmo. No

entanto, todas as vias de administracdo tém as suas vantagens e desvantagens.

A administracdo oral € a mais conveniente, a mais comum e acessivel para o paciente.
Contudo, esta tem uma accao lenta e, adicionalmente, esta accdo pode ir diminuindo devido a

degradacédo ao longo do trato intestinal e esta via de administracdo pode ser mais dificil para

2
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algumas populaces em particular, como criancas, idosos e doentes que sofrem de mucosite
(Hines et al., 2019; F. Kreye, Siepmann, & Siepmann, 2011; Patel, Liu, & Brown, 2011;
Satheesh Madhav, Semwal, Semwal, & Semwal, 2012).

A via oral inclui as vias, bucal, sublingual, gengival, palatal e labiais. As vantagens da
via oral sdo a elevada adesdo por parte do paciente, a absor¢cdo na mucosa oral de certos
farmacos proporciona um efeito mais rapido dos mesmos, é ndo invasiva e menos intimidante
do que outras vias, como a intravenosa e intramuscular. Normalmente, os tratamentos locais
sdo para tratar gengivites, candidiases orais, lesGes orais, caries dentarias e xerostomia. Os
sistemas de veiculacdo por via oral compreendem os sprays, pastilhas, bioadesivos, geles,
entre outros (Satheesh Madhav, Semwal, Semwal, & Semwal, 2012). No entanto tem vérias
limitacdes como: o acido do estdbmago e as enzimas presentes no trato gastrointestinal podem
degradar algumas substancias activas antes de elas serem absorvidas. Desta forma, a via oral
convencional ndo é usada para substancias bioldgicas, como as proteinas e também varias
macromoléculas ndo conseguem permear a membrana dos intestinos (Jain, 2008). N&o
chegando a corrente sanguinea algumas substancias activas ficam insoltveis com o pH baixo
ao longo do trato gastrointestinal, podem sofrer efeito de primeira passagem e ficarem
inactivadas no figado, podem provocar irritacdo no trato gastrointestinal e, por fim, os niveis
de absorcdo e, consequentemente, das concentra¢fes no plasma sdo imprevisiveis. Assim, a
impossibilidade de controlar o nivel de farmacos por um longo periodo de tempo constituiu
uma desvantagem importante nesta via (Coelho et al., 2010; Madhav, Shakya, Shakya, &
Singh, 2009).

Uma outra via de administracdo muito considerada é a administracdo parenteral
(Korani et al., 2019). Esta via € a mais eficaz na libertacdo controlada e prolongada de
farmacos, pois atinge rapidamente a circulacdo sanguinea devido a sua rapida absorcdo. A
administragdo parenteral inclui a injecdo intravenosa, intramuscular, intra-arterial e
subcutdnea. No entanto, apesar da rapida absorcdo e, consequentemente, a elevada
concentracdo de farmaco em circulacdo, hd uma brusca descida destes niveis de concentracao.
Assim, no caso de doencas cronicas, em que é necessario uma terapéutica prolongada, ou seja,
varias inje¢0es por semana ou até mesmo diérias, esta via pode resultar numa fraca adesao por
parte do paciente (Vollrath, Engert, & Winter, 2017). Assim, a via de administracdo
intravenosa € conhecida por ter efeitos terapéuticos rapidos e, também, por permitir a chegada

ao sistema nervoso mais rapidamente. Porém, esta via é limitada pois tem uma baixa adesdo a
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nivel dos utentes, dado ser considerada dolorosa (Patel, Liu, & Brown, 2011; Rathbone &
Hadgraft, 1991; Spain, Wright, Hahn, Wivel, & Martin, 2016; Yellela, 2010).

A via de administragdo transdérmica é outra opgdo para que os farmacos cheguem ao
local de ac¢do pretendido. Esta via engloba as formulaces de medicamentos administradas
topicamente, quer tenha como objectivo chegar a circulacdo sanguinea ou atuar a nivel local.
Desde ha milhares de anos que se coloca vérias substancias sob a pele, em forma de cremes
ou pomadas, com o objectivo de chegar a um efeito terapéutico para tratar problemas
dermatoldgicos (Malamed, 2010; Prausnitz & Langer, 2008).

O primeiro sistema transdérmico criado para alcancar a circulagdo sanguinea, foi um
adesivo de trés dias que continha escopolamina para tratar o enjoo. Posteriormente surgiram
os adesivos de nicotina, estradiol, fentanilo, testosterona, entre outros (Prausnhitz & Langer,
2008). Atualmente, esta via de administracdo € uma das que é equacionada quando a via oral
ndo esta disponivel. Esta via apresenta varias vantagens, tais como, evitar o efeito de primeira
passagem, evitar a contaminacdo por parte dos residuos (como é o caso das agulhas), ndo ser
uma via invasiva, possuir poucos efeitos adversos e 0s sistemas poderem ser auto-
administrados (Malamed, 2010; Prausnitz & Langer, 2008). Adicionalmente, este tipo de via
de administracdo tem um custo baixo e é uma via de féacil utilizacdo, 0 que aumenta a adesao
do paciente, e possibilita a libertagdo do farmaco por longos periodos de tempo (Prausnitz &
Langer, 2008). No entanto, a pele funciona como uma barreira semipermeavel e, por isso, ndo
¢ possivel administrar alguns farmacos através desta via. Por exemplo, os farmacos
hidrofilicos e as macromoléculas, como as proteinas, devido ao seu tamanho, dificilmente

penetram as camadas da pele (Malamed, 2010; Prausnitz & Langer, 2008).

Outra via de administracdo é a via de administracdo intranasal. Este tipo de via, foi
utilizada primeiramente para 0s pacientes pediatricos, para evitar a administracdo oral e
injeccOes (Malamed, 2010). A via intranasal esta associada a producéo de um efeito local. Um
exemplo muito comum é o tratamento de doencas alérgicas, como a rinite, com anti-
histaminicos, corticoides e /ou vasoconstritores. No entanto, a zona intranasal é altamente
vascularizada, com uma mucosa nasal muito permeavel e por estes motivos, esta via de
administracdo permite a administracdo sistémica de farmacos (Grassin-Delyle et al., 2012;
Malamed, 2010). As principais vantagens desta via sdo o inicio rapido de accdo, evitar o
efeito de primeira passagem e ser uma via de grande interesse para substancias activas com

baixa biodisponibilidade oral. No entanto, apresenta varias desvantagens, tais como, a
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necessidade de atravessar a mucosa nasal, as propriedades da mesma poderem alterar a
absorcéo do medicamento, a actividade enzimatica na regido nasal e, também, a possibilidade

de intolerancia local por parte dos pacientes (Grassin-Delyle et al., 2012).

Adicionalmente, a via de administracdo pulmonar tornou-se uma via com muito
interesse na comunidade cientifica pois o pulméo é capaz de absorver farmacos para atuarem
a nivel local ou a nivel sisttmico. E uma das vias que apresenta uma administracdo n&o
invasiva, com uma grande area de superficie para absorcéo e com alta permeabilidade. Outras
vantagens sdo a capacidade de absorcao rapida, presenca relativamente pequena de enzimas e
evitar o efeito de primeira passagem (Patil & Sarasija, 2012). Contudo, tem algumas
desvantagens como, a possibilidade de haver efeitos irritantes, limitar a quantidade de
farmaco em cada administracdo, para nao haver efeitos adversos, e ter um custo elevado (Hill,
Preston, & Roberts, 2015).

A via retal também é uma das opc¢Bes para que o farmaco entre no organismo. A
vantagem desta via é o facto de evitar o efeito de primeira passagem. No entanto, ndo é a via
preferencial dos pacientes. A biodisponibilidade dos medicamentos quando administrados por
via retal depende de varios factores, como a taxa de dissolucdo do farmaco, a area superficial,
0 tempo de retencdo e a quantidade de medicamento no local de absorcdo. Por esta razéo, a
absorcdo é pouco previsivel, ndo havendo um total controlo do efeito que o farmaco faz no

organismo (Kaminsky, Bostwick, & Guthrie, 2015).

Assim, fica claro que s@o diversas as vias de administracdo a considerar para uma
possivel terapéutica. No entanto, além da via de administracdo, o sistema de veiculacdo
escolhido € outro factor essencial para garantir uma terapéutica eficaz. Neste ambito, tém sido
inimeros os esforcos por parte da comunidade cientifica para desenvolver novos e mais

eficazes sistemas de veiculagao.

1.2.  Sistemas de Veiculacéo

A introducdo de novos farmacos no organismo humano pode ser feita por varias vias
anatomicas. A via de administracdo mais adequada para um determinado farmaco vai
depender do objectivo terapéutico desejado, das propriedades do farmaco que vai ser
administrado, da doenca a ser tratada, dos efeitos desejados e do tempo que ira levar até a

obtencgdo destes mesmos efeitos. A forma como um farmaco chega ao seu local de acgdo, ou
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seja a forma, como este vai ser veiculado, tem um importante significado na sua eficacia
(Allen & Cullis, 2004; Bhagwat, 2013; Coelho et al., 2010; Patel et al., 2011; Tiwari et al.,
2012).

Alguns farmacos tém uma percentagem Optima de concentracdo e outros podem ter
concentracdes demasiado elevadas, que vdo levar a efeitos toxicos. Por outro lado, os
farmacos também podem ter concentragdes demasiado baixas, ndo proporcionando o efeito
necessario. Posto isto, no desenvolvimento de novos sistemas de veiculagdo é necessario
conhecer e controlar a farmacocinética, a farmacodindmica, a toxicidade e a eficacia dos
farmacos. Neste ambito, tém sido varios os estudos desenvolvidos no @mbito da area
farmacéutica com o intuito de desenvolver novos sistemas de veiculagdo de farmacos mais
eficientes e inovadores. Estes baseiam-se no estudo de um conjunto de estratégias para
melhorar a forma farmacéutica e a eficiéncia e estabilidade do farmaco, de forma a que este
chegue ao seu local de ac¢do com a maior eficacia possivel (Allen & Cullis, 2004). O
principal objectivo de um Sistema de Veiculagdo de Farmacos é entregar uma substancia
activa de uma maneira controlada, mas também permitir que esta substancia seja libertada
dentro das suas doses terapéuticas. Estes sistemas também podem direccionar o farmaco para
um orgdo ou tecido especifico. Adicionalmente, como consequéncia de muitas vezes o custo
envolvido no desenvolvimento de novos farmacos ser muito elevado, opta-se por melhorar as
estratégias para a veiculacdo de farmacos ja existentes. Apesar do desenvolvimento destes
novos sistemas de veiculacdo também ter um custo elevado, esta é uma area que, nas Gltimas
décadas, tem sido alvo de muita atencdo por parte dos investigadores. Existem varios sistemas
de veiculagdo a serem desenvolvidos neste momento de modo a que seja possivel diminuir a
degradacdo dos farmacos e as suas perdas, bem como para prevenir reaccOes adversas,
aumentar a adesdo do paciente e aumentar a biodisponibilidade e a concentragdo do farmaco
num certo local ( Bhagwat, 2013; Coelho et al., 2010; Patel et al., 2011; Tiwari et al., 2012).

O tipo de sistema de veiculacdo que é selecionado depende de vérios factores, tais
como propriedades fisico-quimicas do farmaco, a dose, a doenca que se esta a tratar, o local
onde o farmaco deve atuar no organismo, a via de administracdo preferencial, se o tratamento
¢ agudo ou crénico, 0s custos associados e, ainda, a necessidade de controlo da concentracédo
do farmaco (Gregoriadis & Florence, 1993; J.D.Rodwell, 1989; S.S.Davis, 2010).

Um dos maiores desafios esta relacionado com a capacidade do medicamento chegar

ao seu local de accdo. Para isso, é necessario primeiramente que na sua veiculacdo, o ativo
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seja soluvel e estavel nas formas farmacéuticas. Neste ambito, existe um sistema de
classificacdo biofarmacéutico que caracteriza varios farmacos de acordo com a sua
solubilidade e com a sua permeabilidade. Mais de 70% das substancias activas tém baixa
solubilidade e estdo incluidas nas classes Il e IV deste sistema. Este tipo de substancias
apresenta varias desvantagens quando incorporadas em formulagdes, tais como a sua restrita
dissolucdo e permeabilidade. Consequentemente é também fundamental encontrar solucdes
para aumentar a solubilidade desses farmacos e facilitar a sua incorpora¢do nos respectivos
sistemas de veiculagdo. Para ultrapassar este obstaculo, existem vérias estratégias, como, por
exemplo, o uso de nanoparticulas, lipossomas e implantes lipidicos (Hines et al., 2019; Frauke
Kreye et al., 2008).

As nanoparticulas estdo no estado sélido e podem ser amorfas ou cristalinas. Tém a
capacidade de adsorver e/ou encapsular um farmaco e, desta forma, protegem-no contra
degradacbes enzimaticas e quimicas que possam ocorrer, por exemplo, na via de
administracdo oral. Nos Ultimos anos, tém sido utilizadas nanoparticulas com polimeros
biodegradaveis, devido as suas possibilidades de aplicacdo, tais como permitir o controlo da
libertacdo do farmaco, localizar a ac¢do do farmaco, transportar moléculas de DNA na terapia

génica e, ainda, transportar proteinas (Bhagwat, 2013).

Outro exemplo de sistemas de veiculagéo sdo os lipossomas. Uma das extremidades de
cada lipossoma € hidrofilica e por isso solivel em agua, enquanto a outra extremidade é
hidrofobica. Com isto, podemos fazer com que farmacos tanto hidrofilicos como hidrofobicos
sejam transportados dentro do lipossoma ou na sua superficie, protegendo o farmaco, de modo
a que este seja posteriormente libertado. Muitas vezes os lipossomas ligam-se as membranas
das células, difundindo-se com as mesmas, libertando assim o farmaco dentro da célula. Uma
das vantagens deste tipo de sistema, que € recente e ainda se encontra em varios estudos, é a

possibilidade de direcciona-lo para algum 6rgéo ou tecido especifico (Bhagwat, 2013).

Apesar de protegerem o farmaco e fazerem com que o mesmo chegue ao local de
accdo sem sofrer degradacdo e, consequentemente, haver uma elevada concentracdo de
farmaco em circulacéo, ha uma brusca descida dos niveis de concentracdo, pelo que, em caso
de doencas cronicas, em que é necessario uma terapéutica prolongada, ou seja, varias
injeccBes ou tomas por semana ou até mesmo diarias podem resultar numa fraca adeséo por
parte do paciente. Como forma de ultrapassar essas desvantagens podem ser usados sistemas

de veiculacdo com libertacdo controlada, como os implantes lipidicos (Amaral, 2016). Estes
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sistemas destinam-se a reduzir a frequéncia de administracéo, proteger o medicamento contra
a degradacdo durante a administracdo e controlar com maior precisao a taxa de libertacdo do
farmaco, permitindo a otimizacdo dos efeitos terapéuticos pretendidos, ao possibilitar uma
libertacdo mais localizada do farmaco (Vollrath et al., 2017). Estes pardmetros permitem a
utilizacdo de dosagens menores e uma menor toxicidade (E.Golan, David, Armen H.Tashjian
Jr, Ehrin J. Armstrong, 2009; Kreye et al., 2008; S.S.Davis, 2010).

No entanto, a eficacia dos farmacos ndo depende sé do tipo de sistema de veiculagéo
utilizado. Adicionalmente, e como referido anteriormente, a baixa solubilidade dos farmacos
pode ser um obstaculo ao desenvolvimento de novos sistemas de veiculacao. A solubilidade e
a incorporacdo dos farmacos nos sistemas de veiculagdo, nomeadamente em implantes
lipidicos, dependem dos diversos excipientes selecionados, que tém que ser capazes de
permitir a incorporacdo do farmaco e modelar a sua libertacdo (Santos de Almeida, Jalio,
Portugal Mota, Rijo, & Reis, 2017).

Os sistemas baseados em polimeros biodegradaveis, como os implantes lipidicos,
permitem a libertacdo controlada e prolongada dos farmacos e podem ser uma estratégia

inovadora e valiosa nos casos de necessidade de tratamentos prolongados.

1.3.  Implantes Lipidicos

Os implantes lipidicos podem representar uma vantagem por providenciarem a
proteccdo do farmaco e uma libertacdo deste no local alvo, se assim for o desejado
(Koennings et al., 2006; Frauke Kreye et al., 2008; Schwab, Sax, Schulze, & Winter, 2009).
Se o implante for colocado no local de ac¢éo ou perto do mesmo, uma das maiores vantagens
é 0 aumento da concentracdo do farmaco no local de acdo e, ao mesmo tempo, a diminuicédo
da concentracdo do farmaco noutros locais do organismo, reduzindo, assim, os efeitos
adversos. O farmaco é libertado por longos periodos de tempo, atingindo concentracfes
elevadas no local de accdo (Kaurav & Kapoor, 2017; Frauke Kreye et al., 2008; S.S.Davis,
2010).

Além disso, permitem a libertagdo do farmaco de uma forma prolongada e controlada
(Amaral, 2016), o que também representa uma vantagem. Uma das problematicas que podera
ser evitada, com o uso de implantes lipidicos, é a variacdo das concentragdes da substancia

activa no plasma. Esta variacdo de concentracfes pode levar tanto a toxicidade como a doses
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subterapéuticas, que podem resultar em resisténcia do farmaco. Os implantes podem ser
inseridos subcutaneamente quando pretendemos um efeito sistémico ou colocados no 6rgédo
alvo, se o efeito pretendido for localizado. Assim, estes sistemas apresentam vantagens como
a boa adesdo a terapéutica, permitir uma terapéutica dirigida e conduzir a existéncia minima
de interferéncias, como por exemplo a barreiras bioldgicas. Permitem ainda que os farmacos
ndo sofram degradacdo antes de chegar ao local pretendido, que os efeitos adversos sejam
menores, permitindo ainda a selecdo dos excipientes mais apropriados a veiculacéo

pretendida, aquando da sua producgéo (Kaurav & Kapoor, 2017; Frauke Kreye et al., 2008)

No entanto, na producdo de implantes devem ser consideradas algumas caracteristicas
fundamentais, nomeadamente estes devem apresentar bioestabilidade, devem ser
biocompativeis, ter baixa toxicidade e, ainda, apresentar um bom perfil de libertacdo do
farmaco (Amaral, 2016). No caso de doencas do Sistema Nervoso Central (SNC), como
tumores cerebrais ou doencas neurodegenerativas (por exemplo, Doenca de Parkinson e
Alzheimer), os implantes lipidicos podem ser administrados diretamente no tecido-alvo,
superando efetivamente a barreira hematoencefalica. A barreira hematoencefalica € um
grande obstaculo para muitos tipos de farmacos que seriam altamente eficientes, para varias
doencas do SNC, se fossem capazes de alcancar o seu local de acdo (Kreye et al., 2008). O
uso de implantes lipidicos como sistema de veiculacdo parenteral oferece vérias vantagens
para alguns tipos de farmacos. Como por exemplo, farmacos que sejam quimicamente
instaveis podem ser incorporados em implantes lipidicos e, assim, ficam protegidos contra as
agressdes quimicas (ex: degradacdo enzimatica) que ocorrem no organismo humano. Outro
exemplo é a incorporacdo de proteinas nos implantes lipidicos. Desta forma, evita-se as
mudancas de estrutura a que a proteina pode estar exposta (Frauke Kreye et al., 2008; Vollrath
etal., 2017). A possibilidade de incorporar nos implantes a insulina para pacientes que sofrem
de diabetes seria igualmente muito vantajosa. No caso de diabetes tipo I, é necessario a
injeccdo de insulina pelo menos uma vez por dia. Isto leva a diminuicdo da adesdo dos
pacientes e, ainda, a possibilidade de esquecimento por parte dos mesmos (Spain et al., 2016).
Adicionalmente, a forma de administracdo desses farmacos, ou a sua veiculacdo, ndo é a Gnica
barreira a ultrapassar quando o objetivo é que estes atinjam o local pretendido durante o
tempo de tratamento. Assim, as substancias utilizadas para 0s mesmos tém de ter como
propriedade a degradacédo lenta no organismo. Foram propostos varios tipos de lipidos para a
preparacdo dos implantes, muitos deles de origem natural, como compostos do proprio

organismo humano, triglicéridos e colesterol. Muitos destes tipos de lipidos sdo usados na
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cosmética e na indudstria alimentar, no entanto, ndo quer dizer que sejam seguros para a
administracdo parenteral (Schwab, Sax, Schulze, & Winter, 2009). Os lipidos que compdem
os implantes tém que ser inertes, biodegradaveis e biocompativeis com o organismo humano.
Além disso, ttm que ser altamente seguros e permitir incorporar varios tipos de farmacos
(Kaurav & Kapoor, 2017; Frauke Kreye et al., 2008; S.S.Davis, 2010; Zhang, Xing, Zhao, &
Ma, 2018).

O mecanismo de controlo da libertacdo do farmaco dos implantes lipidicos pode ser
complexo e depende de varios factores como a quantidade de lipido usado, o tipo e a
quantidade de farmaco a incorporar, a distribuicdo do farmaco pelo implante, a técnica de
preparacdo dos implantes, os excipientes presentes e a estabilidade do sistema desenvolvido
(Zhang et al., 2018).

A utilizacdo de excipientes funcionais que permitam colmatar algumas destas
problematicas pode ser outra estratégia util. No entanto, é crucial que estes excipientes sejam
biocompativeis e que permitam a veiculacdo dos fa&rmacos a concentra¢fes ndo toxicas para o

organismo humano (Hines et al., 2019).

Contudo, existem certos farmacos dificeis de incorporar nos implantes devido a sua
solubilidade e permeacdo. A baixa solubilidade e permeacdo de alguns desses principios
ativos podem também representar obstaculos de elevada relevancia no desenvolvimento de
sistemas de veiculacdo mais eficazes. Assim, é necessario encontrar excipientes ecoldgicos e
compativeis com o organismo humano, de modo a promover a solubilidade e incorporacao

dos farmacos em sistemas de veiculacéo.

1.4. Solubilidade de farmacos

Como referido esta baixa solubilidade de muitos farmacos, € um dos principais
obstaculos a ultrapassar, isto porque € a maior causa para uma baixa disponibilidade da

substancia activa no organismo humano.

A solubilidade é a propriedade de um sélido, liquido ou gas de uma substancia
quimica, que ao dissolver-se num solvente sélido, liquido ou gasoso, forma uma solugéo
homogénea. A solubilidade de uma substancia depende fundamentalmente do solvente
utilizado, da temperatura e da presséo utilizada (L. Lachman, 1986).
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A nivel dos sistemas parenterais, a solubilidade também é um parametro importante.
E, de facto, um dos pardmetros mais importantes para atingir as concentracdes sistémicas
desejadas de modo a alcancar a resposta farmacoldgica pretendida (Savjani, Gajjar, &
Savjani, 2012; V. R. Vemula, V. Lagishetty, 2010). Os farmacos pouco soluveis, por vezes,
necessitam de doses muito elevadas para atingir concentraces plasmaticas terapéuticas. A
baixa solubilidade aquosa é o principal problema encontrado no desenvolvimento de novos
farmacos e vias de administracdo. Qualquer farmaco a ser absorvido deve estar presente na
forma de solugdo aquosa no local de absor¢do. Mais de 40% das novas substancias activas
desenvolvidas na industria farmacéutica sdo praticamente insolGveis em agua, o que faz com
que haja posteriormente uma biodisponibilidade inadequada. A melhoria da solubilidade do
medicamento e, consequentemente, da sua biodisponibilidade oral continua a ser um dos
aspectos a melhorar no desenvolvimento de novos sistemas de veicula¢do de farmacos (Chen,
Okuda, Lu, & Chan, 2016; Di, Fish, & Mano, 2012; Feng et al., 2018; Huang et al., 2018;
Lauer et al., 2018; Savjani et al., 2012; Singh & Van den Mooter, 2016).

Assim, algumas substéncias activas representam um maior desafio para veicular
devido & sua dissolucdo limitada e pouca permeabilidade. E necessario aplicar varias técnicas
de formulacdo para aumentar a solubilidade ou a dissolucdo desses farmacos pouco soliveis

de modo a que haja um aprimoramento da biodisponibilidade (Zhang et al., 2018).

A baixa solubilidade e a baixa dissolucdo de farmacos pouco soltveis nos fluidos
aquosos no sistema gastrointestinal causa, por vezes, uma biodisponibilidade insuficiente. Sdo
muitos os desafios aquando do desenvolvimento de sistemas com este tipo de farmacos, tais
como 0 aumento do tempo e custo deste processo, pelo que é essencial encontrar novas
formas de aumentar a solubilidade e a incorporacdo destes farmacos pouco sollveis, em
sistemas de veiculacéo.

Neste ambito, os liquidos i6nicos podem ser componentes promissores para actuar como
excipientes funcionais em sistemas de veiculagdo de farmacos, nomeadamente de sistemas
lipidicos, podendo permitir o aumento da solubilidade, permeabilidade e da incorporacédo de

activos pouco sollveis nesses sistemas (Antunes, 2019).
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1.5.  Liquidos Iénicos

Os Liquidos l6nicos sdo sais, com um catido organico e com um anido inorganico, que
estdo na forma liquida a temperaturas abaixo de 100 °C ou até a temperatura ambiente
(Caparica, Julio, Rosado, & Santos de Almeida, 2018; Ferraz, Branco, Prudéncio, Noronha,
& Petrovski, 2011; Kubota, Shibata, & Yamaguchi, 2016; Torimoto, Tsuda, Okazaki, &
Kuwabata, 2010).

As principais propriedades dos liquidos ionicos sdo as suas baixas pressdes de vapor
(Balk, Holzgrabe, & Meinel, 2015; Dobler et al., 2012), a possibilidade de serem reciclados
(Ghandi, 2014), a baixa volatilidade (Earle et al., 2006), o facto de ndo serem inflamaveis
(Balk et al., 2015; Ghandi, 2014; Romero, Santos, Tojo, & Rodriguez, 2008), a sua elevada
condutividade idnica, elevada estabilidade térmica e quimica (Moniruzzaman, Kamiya, &
Goto, 2010) e o facto de possuirem uma boa conducao eléctrica (Mizuuchi et al., 2008). Duas
grandes vantagens dos LI, para a sua aplicabilidade na &rea farmacéutica, s&o a sua
capacidade de dissolucdo de materiais organicos, inorganicos e poliméricos (Caparica, 2017;
Dobler et al., 2012; Mizuuchi et al., 2008) e a possibilidade destes poderem ser alterados
estruturalmente através da sua sintese, de acordo com as propriedades pretendidas (Caparica,
2017; Moniruzzaman, Tamura, Tahara, Kamiya, & Goto, 2010). Estas caracteristicas
permitem que os LI possam ser colocados em solucdes oleosas, aquosas ou hidroalcodlicas e
gue possam ser misciveis, imisciveis ou parcialmente misciveis com a agua, dependendo da
sua estrutura (Czekanski, Santos de Almeida, Portugal Mota, Rijo, & Araujo, 2014). Estas
caracteristicas sdo0 muito importantes quando se tem como objectivo o uso dos LI como
excipientes para estruturar e modificar sistemas de veiculagdo (Julio et al., 2018; Romero et
al., 2008; Santos de Almeida, Jalio, Portugal Mota, et al., 2017). A sua utilizacdo como
excipiente pode melhorar propriedades como viscosidade, polaridade, hidrofilicidade entre
outras propriedades fisicas e quimicas (Romero et al., 2008). Adicionalmente, pode ajudar a
resolver alguns problemas relacionados com as substancias activas como, mudancas
polimorficas, problemas de estabilidade e, ainda, permite a utilizacdo para varios tipos de
sistemas de veiculacdo de farmacos (Mizuuchi et al., 2008). Adicionalmente, sdo conhecidas
as propriedades antimicrobianas, antifingicas e a ecotoxicidade, que podem funcionar como
vantagens no uso dos LI (Czekanski et al., 2014; Santos de Almeida, Julio, Portugal Mota, et
al., 2017).
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Por apresentarem estas caracteristicas, os LI tém recebido muita atengédo por parte da
comunidade cientifica, sendo varias as suas aplicacdes descritas devido as suas propriedades
tdo vantajosas. Podem ser utilizados como solventes e catalisadores de ingredientes activos,
como substitutos de éleo ou agua, como aditivos ou como surfactantes em emulsdes e micro-
emulsdes e como electrélitos (Almeida, Julio, Mota, Rijo, & Reis, 2017; Marrucho et al.,
2014; Shamshina et al., 2013). Tém utilizacbes em quimica sintética, em catélise, tecnologia
de separacdo, sintese organica, extracgdo cromatografica, preparacdo de nanomateriais,
formulacdes de patch transdérmicos e reac¢des bio-enziméticas (Mizuuchi et al., 2008).

Os LI podem ser divididos em trés geracdes (Figura 1): primeira geracdo, que contém
os catibes diaquilmidazolio e alquilpiridinio, a segunda geracdo que é constituida pelos
catides diaquilmidazolio, alquilpiridinio, aménio e fosfénio e por fim, a Gltima geracdo
constituida pelos i6es naturais e biodegradaveis ou ides com actividades bioldgicas
conhecidas (Egorova, Gordeev, & Ananikov, 2017a). Nesta Ultima geracéo, estdo incluidos os

LI a base de colina, que tém sido descritos como menos toxicos (Julio et al., 2018).
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Figura 1: Esquema da classificacdo dos L1 em 3 geracoes.

A maior parte dos LI da primeira geracdo resulta da combinacdo dos catides
diaquilimidazolio e alquilpiridinio com anides metais. Esta geracao atrai muita atencdo devido
as suas propriedades fisicas, sensiveis a d&gua e ao ar (Egorova, Gordeev, & Ananikov, 2017a).
Na segunda geracdo os catides mais utilizados sdo os diaquilmidazolio, alquilpiridinio,
amonio e fosfonio e os anifes mais utilizados s&o os haletos, tetrafluoroborato e

hexafluorofosfato. Os LI desta segunda geracéo sdo referidos como mais estaveis em contacto
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com o ar e com a agua (Santos de Almeida, Jalio, Saraiva, et al., 2017). Por fim, a terceira
geracdo, constituida pelos ides naturais e biodegradaveis, como os a base de colina. O estudo
desta geracdo é de muito interesse devido as suas propriedades quimicas e possibilidade do
seu uso em diferentes areas como a biologia e farmacéutica (Egorova, Gordeev, & Ananikov,
2017b; Santos de Almeida, Jalio, Portugal Mota, et al., 2017).

Adicionalmente, os LI também podem ser divididos em quatro categorias com base
nos catides que os constituem: Os LI do catido diaquilmidazolio, do catido N-alquilpiridinio,

do catido aquilamonio e do catido fosfonio (Ghandi, 2014).

Os LI & base de imidazdlio sdo os mais estudados devido & sua baixa viscosidade,
facilidade para sintetizar e a capacidade para se manterem estaveis em condi¢des oxidativas
ou redutivas (Wang, Luo, Luo, Li, & Dai, 2010). Tém varias aplicaces como solventes,
catalisadores em sinteses e tambeém promotores de solubilidade. No entanto, foram relatadas
reaccOes inesperadas que demonstram a possibilidade dos LI ndo serem totalmente seguros
(Ghandi, 2014).

Os LI a base de piridinio sdo mais recentes, demonstraram regioselectividade na
telomerizagdo, catalizada por paladio, do butadiene com o metanol e um efeito negativo em
algumas reacdes Diels-Alder ( Biswas & Rao, 2007). Apesar disto, a utilizagdo deste tipo de
LI demonstrou ser sucedida nas reacGes Friedel-Crafts (Ghandi, 2014) e Grignard (Busetti et
al.,, 2010). Adicionalmente, mostraram também bons resultados como catalisadores em

reacOes de sintese.

Por sua vez, os LI a base do catido amonio quaternario, ttm demonstrado utilidade a
nivel industrial devido a sua bioactividade e a sua actividade antimicrobiana. Adicionalmente,
estes LI tém sido descritos como menos téxicos para o0 organismo, quando comparados com
as duas classes referidas anteriormente (Melo, Bogel-Lukasik, Nunes da Ponte, & Bogel-
Lukasik, 2013; Santos de Almeida, Julio, Portugal Mota, et al., 2017).

Finalmente os LI & base de fosfonio sdo os mais recentes, sendo mais termoestéveis e,
por isso, muito utilizados a temperaturas maiores a 100 °C e, também, muito utilizados em
varias reaces como catalisadores (Ghandi, 2014; Santos de Almeida, Jalio, Portugal Mota, et
al., 2017).

Sdo variadas as areas onde se podem utilizar os diferentes tipos de liquidos i6nicos,
visto que as suas propriedades podem ser tdo diferentes e podem ser alteradas de acordo com
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0 objectivo que se quer alcancar. E muitas destas propriedades sdo muito relevantes ao nivel
do desenvolvimento de novos sistemas de veiculacdo mais eficazes, visto que os LI podem ser
incorporados em Varios tipos de sistemas. Na realidade, actualmente tém surgido alguns
estudos que tém demonstrado a utilidade dos LI para aumentar a solubilidade e a incorporagéo
de ativos em diferentes sistemas de veiculacdo. Nomeadamente, em emulsdes 6leo/agua para
a incorporacdo de cafeina (Almeida et al., 2017) ou de acido feralico ou rutina (Almeida et
al., 2017). Mais recentemente, foi ainda demonstrada a aplicabilidade de LI em sistemas
hibridos de nanoparticulas onde estes sais demonstraram ser fundamentais para permitir a
incorporacdo de rutina, um ativo de muito baixa solubilidade, em nanoparticulas, permitindo
uma veiculacdo controlada e direccionada (Julio et al., 2019). Assim, estes estudos ja
demonstraram o potencial promissor dos LI como excipientes funcionais em sistemas de
veiculacdo controlada, podendo nomeadamente ser Uteis como moduladores da libertacdo de
ativos neste tipo de sistemas. Desta forma, salienta-se o interesse, no ambito deste trabalho, de

demonstrar a aplicabilidade dos LI em sistemas lipidicos.

No ambito do nosso grupo de investigacao, foi efectuado um estudo preliminar sobre o
desenvolvimento de sistemas lipidicos contendo cafeina, na presenca de um LI (Antunes,
2019). Este estudo demonstrou que o LI em estudo, o (2-hidroxietil)-trimetilamonio-
Lfenilalaninato [Cho][Phe], teve influéncia na libertagdo do activo modelo cafeina. No
entanto, ainda muito ficou por fazer relativamente a este tipo de sistema, nomeadamente
avaliar a uniformidade de contetdo dos sistemas desenvolvidos na presenca e auséncia do LI,
bem como estudar diferentes LI. Assim, o presente trabalho pretende dar seguimento ao
trabalho inicialmente desenvolvido, aplicando a incorporagdo de mais um LI, bem como de
um novo adjuvante de libertacdo (a sacarose, além do gelucire® utilizado no primeiro estudo)
e avaliar a uniformidade de contetdo dos implantes preparados, na presenca e auséncia dos LI
em estudo. Para este efeito, foi fundamental continuar a utilizar como ativo modelo a cafeina,

para dar continuidade ao trabalho iniciado.

1.6. Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6(3H,7H)-diona segundo a nomenclatura
IUPAC), uma substancia hidrofilica, (Figura 2) é um dos alcaldides que pode ser encontrada
no café, cha, nozes, cacau e noutras plantas (Alstadhaug & Andreou, 2019; Herman &

Herman, 2012; Turnbull, Rodricks, Mariano, & Chowdhury, 2017). E descrita como a
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substancia activa farmacéutica mais ingerida no mundo (Ferré, 2016; Herman & Herman,
2012). O nivel tipico de consume € uma chavena de café que varia entre 50 a 100 mg. Pode
ser utilizada na comida, em suplementos alimentares e em varias preparaces farmacéuticas
(Alstadhaug & Andreou, 2019; Turnbull et al., 2017).

\N | N>
O%T ¢

Figura 1: Estrutura da Cafeina.

Apbs a ingestdo oral, a cafeina é rapidamente absorvida no estbmago e no intestino
(99%). Com um pico de concentracdo plasmatica atingido normalmente dentro de uma hora.
A cafeina passa através de todas as barreiras bioldgicas, incluindo a barreira hematoencefalica
(Alstadhaug & Andreou, 2019; Herman & Herman, 2012). E transportada pelo sangue para o
Sistema Nervoso Central, sendo muito conhecida por ser um estimulante do mesmo. A
cafeina liga-se no cérebro, ao recetor Al (adenosina) bloqueando-o e ao A2. Tanto a cafeina
como a adenosina tém estruturas similares. Ambos podem afetar a libertacdo dos
neurotransmissores como a acetilcolina, a dopamina, a noradrenalina e a serotonina. Ao afetar
a libertacdo destes neurotransmissores, vdo estimular o organismo, melhorando a
concentracdo e eliminando a fadiga. A cafeina também inibe a atividade da fosfodiesterase,
enzima que é responsavel pela degradacdo do ciclo da adenosina monofosfato. Diminuindo
esta molécula, aumenta a pressdo sanguinea. No figado, a cafeina € metabolizada pelo
Sistema Oxidativo do Citocromo P450 em 3 derivados da dimetilxantinas: a paraxantina, que
aumenta a lipdlise, teobromina, que dilata os vasos sanguineos e a teofilina, que relaxa os
musculos lisos dos bronquios. A cafeina é excretada do organismo humano pelos rins em
apenas 10% (Herman & Herman, 2012).

Sabe-se, ainda, que o consumo moderado de cafeina ndo provoca efeitos negativos a

nivel cardiovasculares, ndo provoca o desequilibrio no fluxo e quantidade de moléculas dentro
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das células (como o calcio), ndo é responsavel pela mudanca de comportamento nos adultos e

ndo tem efeito na incidéncia de cancro e na fertilidade masculina (Turnbull et al., 2017).

A cafeina tem demonstrado interesse tanto do ponto de vista farmacéutico como
cosmético, sendo varios estudos realizados sobre o efeito da cafeina no organismo humano.
Nomeadamente, um estudo demonstrou que uma dose oral de 250 mg de cafeina aumentou
30% a circulacdo de sangue no cérebro, e que uma dose oral de 100 mg aumentou a
microcirculacdo de sangue na zona ocular (Cameron, Oliver G., Jack G. Modell, 1990).
Demonstrando uma aplicabilidade diferente deste composto, um outro estudo demonstrou que
uma solucéo de cafeina a 7% afetou a reducdo da celulite e melhorou a microcirculagcdo do
fluxo sanguineo em todas as mulheres que fizeram parte do estudo (Herman & Herman,
2012). Assim, a cafeina é usada como analgésico adjuvante da dor, em cosméticos
anticeluliticos (Herman & Herman, 2012; Velasco et al.,, 2008), mas também como
antioxidante (Vignoli, Bassoli, & Benassi, 2011) e tem efeitos no crescimento do cabelo
(através da inibicdo da enzima fosfodiesterase, estimulando assim o metabolismo celular para

o crescimento de novas células (Vignoli et al., 2011)).

Deste modo, fica claro que a cafeina pode ter inimeras aplicacdes relevantes do ponto
de vista farmacéutico, sendo uma boa escolha como ativo modelo em diversos estudos,
nomeadamente no ambito do presente trabalho. Assim, neste estudo foram desenvolvidos
diversos implantes lipidicos, com diferentes composicdes e na presenca e auséncia de LI, com
0 intuito de avaliar como a presenca dos LI ira influenciar a performance dos sistemas
desenvolvidos, nomeadamente do ponto de vista do perfil de libertacdo da cafeina e da
uniformidade de conteudo dos sistemas desenvolvidos.
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2. Material e Métodos
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2.1. Reagentes

Para a preparacdo da base dos implantes foram utilizados varios reagentes,
nomeadamente Dynasan® 118, Tristearato de glicerilo, (Cremer Oleo GmbH, Hamburgo,
Alemanha) e Gelucire® 50/02 (GatteFossé, Saint-Priest, Franga) ou Sacarose (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Alemanha). Relativamente aos liquidos idnicos, foram utilizados dois LI
derivados de colina, o (2-hidroxietil)-trimetilaménio-L-glutaminato [Cho][Glu] e o (2-
hidroxietil)-trimetilamonio-Lfenilalaninato  [Cho][Phe], utilizados na preparacdo dos
implantes. Este LI foram sintetizados no &mbito de um outro trabalho decorrer no mesmo
grupo de investigacdo. A substancia activa modelo utilizada foi a cafeina da Sigma-Aldrich
(Saint-Louis, MO, Estados Unidos da América (EUA)).

No que diz respeito a realizacéo do ensaio de uniformidade conteudo, foram ainda
utilizados dois corantes, um de caracter hidrofilico e outro de caracter lipofilico, o azul de
metileno (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o sudan Il (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) respetivamente.

Agquando da realizacdo do ensaio de libertacao foi utilizado, como meio de recolha
para os implantes, tampéo fosfato pH 7,4 com azida de sodio 0,01 % (m/V), previamente
preparado. Ja para a realizacdo do ensaio de doseamento, foi ainda usado éter dietilico
(PanReac AppliChem® ITW Reagents, Barcelona, Espanha).

2.2.  Preparagao dos implantes

Todos os implantes lipidicos foram preparados por fusdo e moldagem, baseado num
método previamente descrito por (Frauke Kreye et al., 2008) com algumas modificacdes
efectuadas pelo nosso grupo (Antunes, 2019) e descritas de seguida.

O lipido foi aquecido até a sua fusdo em banho-maria. O farmaco foi dissolvido
completamente no lipido fundido, com agitacdo continua, apds ter sido previamente
pulverizado e peneirado com um didmetro inferior a 100 um. De seguida, o implante foi
pipetado, usando uma pipeta de plastico descartavel estéril. Os implantes foram retirados da
pipeta apds arrefecerem a temperatura ambiente e foram armazenados no exsicador para

remover 0 excesso de agua que poderiam conter. Por fim, os implantes foram cortados em
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porcdes de 0,5 cm cada. A relagdo lipido:farmaco nos implantes preparados foi de 90:10 %

(m/m). A composicao dos implantes encontra-se descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo, % m/m, de Implantes Lipidicos com e sem cafeina e com ou sem o LI [Cho][Phe] ou o
LI [Cho][Glu].

% m/m
Formulagdo = Dynasan® Gelucire® )
118 50/02 Sacarose [Cho][Phe] [Cho][Glu] Cafeina

90,0 - - - -
89,8 - - 0.2 -
80,0 10,0 ] ) )
79,8 10,0 - 0.2 -
80,0 - 10,0 - -
79,8 - 10,0 0.2 -
89,8 - - - 0.2
79,8 10,0 -

79,8 - 10,0 - 0.2

100,0 - - - -
99,8 - - 0.2 -
90,0 10,0 ] ) ]
89,8 10,0 -
90,0 - 10,0 - - 10.0
89,8 - 10,0 0.2 -

99,8 - - - 0.2

89,8 10,0 -

89,8 - 10,0 - 0.2

DO TVOZZIrXRa—IOMMOO®@>

2.3.  Ensaio da uniformidade de conteddo

O ensaio da uniformidade de conteudo foi realizado para todos os implantes descritos na
Tabela 1, utilizando um corante lipofilico a 1% , sudan Il (Asmus, Gurny, & Mdller, 2011),

e um hidrofilico a 1 % (m/m), o azul de metilieno (Hyun, 2015).

2.4.  Doseamento da cafeina no implante

Para a realizacdo do ensaio de doseamento da cafeina no implante, n=3, efectuou-se a
completa dissolucdo de um implante em 1,5 mL de tampao fosfato pH 7,4 com azida de sodio

0,01% (m/m) e 0,5 mL de éter dietilico. Colocou-se os implantes em frascos rolhados, sob
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agitacdo e aquecimento a 37 °C numa placa multipontos da IKA® RT 15 P (Staufen,

Alemanha).

Retiraram-se aliquotas da fase aquosa, em tempos pré-definidos (90 minutos e 180 minutos)
apos a mistura dos componentes da formulacdo, que posteriormente foram analisadas por
espectofotometria UV-visivel no espectrofotometro Evolution® 300 (Thermo Scientific,

Hertfordshire, Inglaterra), ao comprimento de onda de absor¢do maxima da cafeina, 273 nm.

2.5.  Ensaio de libertacéo

Os implantes, n=5, foram colocados em 1,5 mL de tampé&o fosfato pH 7,4 com 0,01
%(m/V) de azida de sédio a 37 °C a 100 rpm, na incubadora Heidolph 1000® com agitacio
Heidolph Unimax 1010® (Schwabach, Alemanha). Apos a preparacdo dos implantes, seguiu-

se 0 inicio do ensaio.

Este ensaio de libertacdo teve uma duracdo de 140 dias e consistia na recolha e
substituicdo do meio por um meio fresco. Foram efectuadas recolhas todos os dias na primeira
semana. Na segunda e terceira semana executaram-se recolhas bissemanais e nos 30 dias que
se seguiram foram efetuadas recolhas semanais. Por fim, foram realizadas recolhas bimensais
até a ultima recolha. Durante o ensaio, foi feita a quantificacdo do ativo no meio de libertacédo
recolhido em cada tempo por espectrofotometria UV-visivel a 273 nm. As condi¢bes sink

foram mantidas durante todo o decorrer do ensaio.

2.6. Analise Estatistica

As diferencas nos valores médios dos resultados foram avaliadas por anélise de
variancia one-way, ANOVA, seguida pelo teste de comparacdo multipla de Tukey. Os valores
foram expressos como média + desvio padrdo, DP. As diferencas entre médias individuais
foram significativas com * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. Todas as analises foram
realizadas usando o GraphPad Prism 5® da GraphPad Software, EUA.

21
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde



Anaisa Sultane Implantes lipidicos contendo cafeina: O impacto de liquidos
idnicos e outros modificadores de libertacdo

3. Resultados e Discussao
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Neste trabalho foram produzidos implantes contendo a cafeina como substancia activa
hidrofilica modelo. Os implantes produzidos apresentam diversas constituicdes, de acordo
com o estudo em vista, podendo conter adjuvantes hidrofilicos ou lipofilicos, a Sacarose e 0
Gelucire® 50/02, respectivamente, e dois liquidos idnicos derivados colina, [Cho][Phe] e
[Cho][Glu]. Com a finalidade de avaliar a performance dos diferentes implantes
desenvolvidos, foi estudada a uniformidade de contetido dos diversos implantes preparados,

bem como o perfil de libertagcdo e o doseamento da cafeina dos implantes.

3.1. Desenvolvimento dos Implantes Lipidicos

No ambito deste trabalho foram preparados diversos sistemas lipidicos, com diferentes
composicdes (Tabela 1). De salientar que a percentagem de LI incorporada nos diferentes LI
¢ a percentagem maxima onde é mantida a viabilidade celular (Santos de Almeida, Julio,
Portugal Mota, et al., 2017), uma vez que para comprovar se os LI em estudo poderdo
funcionar como excipientes funcionais, nestes sistemas lipidicos, essa funcionalidade terd que

ser comprovada a percentagens nao toxicas.

De seguida, pretendeu-se avaliar como as diferentes composicoes das formulagdes,
nomeadamente as que contém LI na sua composicdo, irdo afetar a uniformidade dos implantes
preparados, bem como a libertacdo da cafeina, o ativo modelo em estudo. Para este efeito,
procedeu-se inicialmente a analise da uniformidade de conteddo dos diversos implantes

preparados.

3.1.1. Uniformidade de Contetido

O estudo da uniformidade de conteudo € de extrema relevancia, uma vez que permite
avaliar a capacidade da composicdo do implante de incorporar, de forma homogénea, quer
ativos hidrofilicos, quer ativos lipofilicos. Para isso, foram utilizados dois corantes, um com
propriedades hidrofilicas — o azul de metileno —, e outro com propriedades lipofilicas — o
sudan Il —. Estes corantes foram incorporados nos diferentes sistemas lipidicos em estudo
(Figuras 3 e 4).

Dado o objetivo do ensaio ser a avaliacdo da distribuicdo de ativos lipofilicos ou

hidrofilicos, este ensaio € realizado sem a incorporacéo de ativos.
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Figura 2: Implantes lipidicos ap6s a execucédo do ensaio de uniformidade de contedo com
o corante lipofilico — Sudan Ill. a) Dynasan® 118; b) Dynasan® 118 + [Cho][Phe]; c)
Dynasan® 118 + [Cho][Glu]; d) Dynasan® 118 + Sacarose; €) Dynasan® 118 + Gelucire®
50/02; f) Dynasan® 118 + [Cho][Phe] + Sacarose; g) Dynasan® 118 + [Cho][Phe] +
Gelucire® 50/02; h) Dynasan® 118 +[Cho][Glu] + Sacarose; i) Dynhasan® 118 +
[Cho][Glu] + Gelucire® 50/02.

Figura 3: Implantes lipidicos apds a execucdo do ensaio de uniformidade de
contetdo com o corante hidrofilico — Azul de Metileno. a) Dynasan® 118; b)
Dynasan® 118 + [Cho][Phe]; c) Dynasan® 118 + [Cho][Glu]; d) Dynasan® 118 +
Sacarose; e) Dynasan® 118 + Gelucire® 50/02; f) Dynasan® 118 + [Cho][Phe] +
Sacarose; g) Dynasan® 118 + [Cho][Phe] + Gelucire® 50/02; h) Dynasan® 118
+[Cho][Glu] + Sacarose; i) Dynasan® 118 + [Cho][Glu] + Gelucire® 50/02.
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Apos a realizacdo do ensaio com ambos os corantes, procedemos a analise dos
diversos implantes e verificamos que tanto os implantes contendo o corante sudan I1l, como
os implantes contendo azul de metileno na sua constituicdo apresentam uma cor uniforme

entre si.

E ainda relevante referir que em termos da preparacdo dos implantes foi possivel
observar uma maior facilidade na mistura dos diversos componentes para os implantes
contendo LI, o que pode indicar que a presenca dos LI facilita a incorporacdo dos ativos nos

sistemas em estudo.

Adicionalmente, pudemos ainda observar (Figura 3), que a intensidade da cor dos
diferentes lotes varia, nomeadamente no que diz respeito aos implantes contendo os LI, o que
se pode dever ao facto de os proprios LI terem uma coloracdo. De qualquer forma, e mais
relevante, € o facto que entre cada lote existe homogeneidade, ou seja, observa-se uma
distribuicdo uniforme entre os diversos implantes de cada lote, comprovando a uniformidade

de contelido para cada lote em estudo.

Posto isto, os resultados deste ensaio permitiram demonstrar que usando ambos 0s
corantes e para todas as formulagfes preparadas se obteve uma distribuicdo uniforme dos
corantes por todo o implante.

Isto significa que existe a possibilidade de incorporar uniformemente substancias
lipofilicas e hidrofilicas.

Na sequéncia de se demonstrar que o método utilizado para a preparacdo dos
implantes, bem como que os diversos componentes escolhidos, permitem alcangar sistemas
uniformes, em termos da incorporacdo de elementos hidrofilicos ou lipofilicos, procedeu-se
de seguida a incorporacdo do ativo modelo, cafeina, que é uma substancia hidrofilica
(logP: -0.07; (Pubchem, 2020)). Posteriormente, procedeu-se a avaliacdo da libertacdo deste
ativo a partir de cada um dos diferentes implantes preparados, na tentativa de compreender
como os diferentes constituintes dos implantes influenciam o perfil de libertagdo da cafeina.
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3.1.2. Ensaio de Doseamento

No ensaio de doseamento obteve-se um teor de cafeina superior a 95 % em todos 0s
implantes preparados (Figura 5). O teor obtido experimentalmente ndo apresenta diferencas
estatisticas entre as diferentes formulagbes, o que indica que o ativo foi incorporado
uniformemente em todos os implantes, tendo assim uma distribuicdo homogénea, como

pretendido.
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Figura 4: Contetido de farmaco nos implantes preparados com A.: Dynasan 118, B.: Dynasan 118; [Cho][Phe],
C.: Dynasan 118; Gelucire 50/02, D.: Dynasan 118; Gelucire 50/02; [Cho][Phe], E.: Dynasan 118; Sacarose e
F.: Dynasan 118; Sacarose; [Cho][Phe], G.: Dynasan 118; [Cho][Glu], H.: Dynasan 118; Gelucire 50/02;
[Cho][Glu], I.: Dynasan 118; Sacarose; [Cho][Glu] ; (média £ DP, n = 3). Analisado estatisticamente por
ANOVA, teste de Tukey.

3.1.3. Ensaio de Libertacéo in vitro
Por fim, procedemos ao estudo dos resultados do ensaio de libertacdo in vitro (Figura
6). Este ensaio teve como objectivo avaliar a influéncia das diferentes constituicdes dos
implantes na libertacdo da cafeina. Nomeadamente, avaliou-se como a presenca de gelucire® e

a sacarose poderiam influenciar a libertacdo do ativo em estudo. E, finalmente, o impacto dos
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dois LI estudados. O gelucire® 50/02 é conhecido por aumentar a libertacdo de farmacos
através da formacdo de ligacGes por pontes de hidrogenio com a substancia activa, originando
solidos estaveis. Este adjuvante € uma mistura de glicéridos e PEG (polietilenoglicol), e a
quantidade relativa destes dois componentes é responsavel pelas propriedades hidrofébicas ou
hidrofilicas, respectivamente, do veiculo (Priyanka D.Dabir, 2018). Por sua vez, sabe-se que
aumentar a concentracdo de sacarose nos implantes lipidicos aumenta 0 numero de poros
presentes, aumentando assim a taxa de libertacdo de ativo (Guse et al., 2006), pelo que sera
interessante, comparar o impacto de cada um destes componentes na eficiéncia dos implantes
desenvolvidos neste estudo.

——1 -Dynasan 118 + Sacarose + [Cho][Glu]
120%

——H - Dynasan 118 + Gelucire 50/02 + [Cho][Glu]

100%

;/ ——@G - Dynasan 118 + [Cho][Glu]
80% —
= 3 ——D - Dynasan 118 + Gelucire 50/02 + [Cho][Phe]
S
; /
o
§60% / C - Dynasan 118 + Gelucire 50/02
F
o 40% E - Dynasan 118 + Sacarose
3
]
2
20% F - Dynasan 118 + Sacarose + [Cho][Phe]
R S
41’"_{’__1—? ——B - Dynasan 118 + [Cho][Phe]
0%
100 120 140

———A -Dynasan 118
-20% .
Tempo (dias)

Figura 5: Efeito da composicdo dos implantes na libertacdo da cafeina, média + DP e n = 5.

Os resultados permitem observar que o lote A, que contém somente Dynasan® 118,
é 0 que apresenta um perfil de libertacdo mais baixo. Este perfil de libertacdo pode ser
explicado pelo facto do Dynasan® 118, ser uma substancia muito lipofilica (F. Kreye,
Siepmann, & Siepmann, 2011), pode tornar o implante mais compacto, apés o arrefecimento
do lipido fundido e, dessa forma, ndo permitir tdo facilmente a libertacdo do activo, mesmo

este sendo hidrofilico.
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Por outro lado, o lote | (Dynasan® 118, Sacarose e [Cho][Glu]) € o que apresenta o
perfil de libertacdo mais rapido ao longo do tempo. Logo de seguida, os lotes H (Dynasan®
118, Gelucire® 50/02 e [Cho][Glu]) e G (Dynasan® 118 e [Cho][Glu]), também apresentam
um perfil de libertagdo elevado comparativamente aos outros lotes.

Este resultado esta de acordo com o esperado uma vez que os lotes dos implantes que
contém o LI [Cho][Glu] apresentam uma maior degradacdo associada. Este fendmeno ocorre
pois estes implantes sofreram uma maior fragmentacdo ao longo do tempo, aumentando a
superficie de contacto com o meio e libertando mais cafeina. No entanto e apesar de ambos
conterem o0 mesmo LI, a diferenca do perfil de libertacdo entre o lote | e H, é significativa,
cerca de 20 % de diferenca. Estes resultados indicam que, na presenca do LI [Cho][Glu], os
implantes contendo Sacarose apresentam uma maior degradacdo comparativamente aos
implantes contendo Gelucire® 50/02, havendo uma maior éarea de contacto e,

consequentemente, uma libertacdo maior do activo no lote I.

No que diz respeito a presenca de sacarose nos implantes, quando comparado com o
Gelucire® 50/02, este componente tem caracteristicas mais hidrofilicas. Assim, seria de
esperar que uma substancia hidrofilica, como a cafeina, apresentasse maior afinidade por este
meio, conduzindo a uma libertacdo mais lenta do activo. Efectivamente é isto que se verifica
na generalidade dos implantes contendo sacarose, onde a libertacdo de cafeina é mais baixa,
guando comparado com os implantes contendo Gelucire® 50/02. No entanto, nos lotes
contendo o LI [Cho][Glu] e sacarose, o perfil de libertacdo esperado ndo acontece, como
explicado anteriormente. Este facto dever-se-a, possivelmente, & maior tendéncia para o
implante contendo simultaneamente sacarose, que aumenta a porosidade dos sistemas
lipidicos (Guse et al., 2006), bem como do LI [Cho][Glu] que parece contribuir para uma

maior fragmentacao dos implantes, aumentando consequentemente a liberta¢do do ativo.

Adicionalmente, podemos também comprovar que os diferentes LI podem originar
perfis de libertacdo distintos. Efetivamente, ao comparar os lotes | e F, ambos contendo
sacarose, mas com um LI diferente, [Cho][Glu] e [Cho][Phe], respectivamente. Sendo que a
diferenga do perfil de libertagéo entre ambos é cerca de 80%, com o LI [Cho][Glu] a originar
uma maior libertacdo de cafeina, provavelmente em consequéncia de uma maior degradacéo

dos implantes contendo este LI, como referido anteriormente.

Relativamente aos implantes contendo gelucire® 50/02 e cada um dos LI em estudo

(lote D e H), foi mais uma vez possivel verificar que os dois LI originam perfis de libertacdo
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distintos. Mais uma vez, o lote H, contendo [Cho][Glu], originou um perfil de libertagcdo
superior (cerca de 70 %) quando comparado com o lote D, na presenca do LI [Cho][Phe]
(abaixo dos 60 %). E ainda importante salientar que ao comparar os diferentes lotes contendo
Gelucire®, na presenca de LI (lotes D e H) ou na auséncia de LI (lote C), ambos os lotes
contendo LI demonstraram um maior perfil de libertacdo, comprovando que a presenca dos LI

em estudo aumenta a libertagdo da cafeina dos implantes.

Em suma, entre os LI estudados, é percetivel que o que contém o aminoécido
glutamina, de alguma forma podera contribuir para uma maior degradacdo dos implantes e,
consequentemente, para uma maior libertacdo de cafeina. Pelo contrério, os lotes contendo o

LI [Cho][Phe] apresentam uma libertagcdo mais baixa.

A formulacéo mais apropriada, na presenca de LI [Cho][Phe], parece ser a do lote D,
composta por Dynasan® 118, Gelucire® 50/02 e [Cho][Phe], uma vez que permite uma
libertacdo do farmaco mais controlada ao longo do tempo, ou seja, nem demasiado imediata,
nem muito baixa. Neste lote, foi possivel obter uma libertacdo de cafeina superior a 60 %, ao
fim de 140 dias, de uma forma mais controlada e homogénea ao longo do tempo, quando

comparado com os restantes lotes em estudo.

Com este estudo, foi possivel verificar que a presenca de liquidos i6nicos nos
implantes influenciou o perfil de libertacdo da cafeina, podendo representar uma estratégia
relevante para modelar a libertacdo do ativo. Por esta razdo, os LI podem ser excelentes

ferramentas para a modificacédo dos perfis de libertacdo dos implantes desenvolvidos.
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4. Conclusao
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No ambito do presente trabalho pretendeu-se incorporar em implantes lipidicos dois
adjuvantes de libertacdo diferentes, o Gelucire® 50/0 e a sacarose, bem como dois LI,
[Cho][Phe] e [Cho][Glu], e avaliar como as diferentes constituicbes destes sistemas

afectariam a performance dos implantes, contendo cafeina.

Neste ambito, foi avaliada a homogeneidade dos implantes através de um ensaio de
uniformidade de conteldo, utilizando dois corantes, um hidrofilico (azul de metileno) e outro
lipofilico (sudan I1). Os resultados demonstraram que, para ambos o0s corantes, foi possivel
obter implantes com uma distribuicdo homogénea para as diferentes constituicdes,

demonstrando a robustez do método de preparacéo.

Adicionalmente, foi também realizado o doseamento da cafeina nos implantes
preparados, tendo-se obtido um teor de cafeina superior a 95 %, para todos os implantes. Este
teor ndo apresenta diferencas estatisticas entre as diferentes formulagdes, o que indica que o
activo foi incorporado uniformemente em todos os implantes, tendo assim uma distribuicédo

homogénea, como pretendido.

De seguida, foi efectuado um ensaio de libertacdo in vitro e em condicGes que
mimetizam o organismo humano e controladas ao longo do tempo em que 0 ensaio decorreu.
A andlise dos perfis de libertacdo da cafeina obtidos, permitiu concluir que de um modo geral,
os implantes que contendo Gelucire® 50/02, apresentam uma libertacdo superior comparados
aos que contém Sacarose. Isto deve-se ao facto de que o Gelucire® 50/02 tem propriedades
lipofilicas, e o activo modelo (a cafeina), tem propriedades hidrofilicas, ndo tendo afinidade
para a formulacdo e libertando-se mais rapidamente. A Unica excecdo a este acontecimento
ocorre para o lote I, contendo sacarose, mas que apresentou um perfil de libertacdo maior
devido a presenca do LI [Cho][Glu].

Os resultados demonstram que os LI tém influéncia no perfil de libertacdo do
farmaco, com os implantes contendo o LI [Cho][Glu] a permitir uma maior libertacdo do ativo
guando comparados com os implantes contendo o LI [Cho][Phe]. Nomeadamente, dos
implantes contendo LI [Cho][Phe], a formulacdo contendo Dynasan, Gelucire® 50/02 e
[Cho][Phe] parece ser a mais adequada em termos de libertacao.

Assim, este estudo permite demonstrar a potencial utilidade de incorporar LI em

sistemas de veiculagdo controlada, com o intuito de modelar o perfil de libertacdo do ativo.
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Seria bastante relevante, de futuro, estudar a incorporacdo de outros activos nos diferentes

implantes, na presenca e auséncia de LI, bem como incorporar outros L.
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