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RESUMO

Introducdo: A caguexia é uma sindrome multifatorial caracterizada pela perda
continua de massa muscular esquelética que leva ao comprometimento funcional
progressivo. Até o momento, nenhuma intervencdo medicamentosa efetiva e
aprovada reverte completamente os achados da sindrome caquética. Estudos
demonstraram efeitos positivos e encorajadores da grelina (ghrelin — ghrl). No
organismo, a ghrl exdégena estd sujeita a uma degradacdo muito rapida e as
formulacbes atuais sdo planejadas para administracdo parenteral. Como estratégia
para superar essas limitacdes, nosso estudo apresenta a liberacao intranasal da ghrl
carreada por lipossomas. Objetivos: Desenvolver um sistema lipossomal
nanoestruturado para veiculacdo da ghrl, visando caracteristicas necessarias para
liberacdo naso-cerebral. Métodos: Os lipossomas foram obtidos pela técnica de
hidratac&o de filmes de fosfolipidios, seguido por extrusdo ou homogeneizacéo de alta
pressao, e revestidos com quitosana. O tamanho, o potencial elétrico de superficie, a
polidispersidade e a eficiéncia de encapsulacdo foram parametros utilizados para
caracterizar os lipossomas. A caracterizacdo morfologica foi realizada por m (Cryo-
TEM). A otimizacéo da formulacéo foi realizada usando conceitos da abordagem de
Qualidade Baseada em Projeto (Quality by Design — QbD). As formulacdes
selecionadas otimizadas foram submetidas a andlises ex vivo de permeacdo e
mucoadesdo. O tamanho, o indice de polidisperséo e a eficiéncia de encapsulacédo
das formulacdes otimizadas selecionadas foram estudadas para avaliar a estabilidade
durante o periodo de 60 dias sob refrigeracdo a 5-8°C. Resultados: A formulacéo
otimizada de lipossomas carreadores de ghrl e revestido com quitosana foi identificada
através de otimizacdo numeérica, estabelecendo os critérios alvo de: tamanho
(minimo), indice de polidispersao (IPD) (minimo), potencial zeta (maximo) e eficiéncia
de encapsulacdo (EE) (maximo). Os parametros selecionados pela otimizagc&o foram
70pug/mL de concentracdo de grelina, 0,3% (m/m) de quitosana e tempo de
revestimento de 24 horas. Foram selecionadas a formulag&o otimizada produzida por
homogeneizagao (Lhomo) € a formulacdo otimizada produzida por extrusdo (Lextu). A
formulag&o Lnomo resultou em lipossomas com 72,25+1,46nm, IPD de 0,300+0,027,
potencial zeta de 50,3+1,46 e EE de 53,2%. Enquanto a formulagao Lextu resultou em
152,43+0,24nm, IPD de 0,159+0,018, potencial zeta de 60,81+6,61 e EE de 53,6%.

As analises dos resultados mostraram que os parametros avaliados permaneceram



estaveis (p<0,5) durante 60 dias. O revestimento de quitosana melhorou o
desempenho das formulacBes nas analises ex vivo de permeacdo e mucoadesao,
quando comparada as formulacdes sem revestimento. Apesar da homogeneizacao de
alta pressao resultar em lipossomas menores do que a obtida por extrusdo, esse
parametro ndo foi significativo nas analises de permeacdo. Conclusédo: Com o
método de reidratacdo do filme fosfolipidico, seguido de pds-processamento, foi
possivel formar estrutura nanolipossomal, confirmado por cryo-TEM. Com a
abordagem QbD foi possivel estabelecer os fatores do processo que influenciam nos
parametros de interesse. Dentre os fatores de formulacdo que mais influenciaram o
tamanho de particula e a carga de superficie, a concentracéo de quitosana foi a mais
relevante. A concentracao de ghrl influéncia de forma inversa a EE. O revestimento
de quitosana foi importante para o desempenho das formulac¢des nas andlises ex vivo

de permeacéo e mucoadesao.

Palavras-chave: Caquexia. Grelina. Transporte naso-cerebral. Lipossomas.



ABSTRACT

Introduction: Cachexia is a multifactorial syndrome characterized by the continuous
loss of skeletal muscle mass that leads to progressive functional impairment. To date,
no effective and approved drug intervention completely reverses the findings of
cachectic syndrome. Studies have shown positive and encouraging effects of ghrelin
(ghrelin - ghrl). In the body, exogenous ghrl is subject to very rapid degradation and
current formulations are designed for parenteral administration. As a strategy to
overcome these limitations, our study presents the intranasal release of ghrl carried by
liposomes. Objectives: To develop a nanostructured liposomal system for the delivery
of ghrl, designed with the necessary characteristics for naso-cerebral release.
Methods: The liposomes were obtained by the hydration technique of phospholipid
films, followed by extrusion or high-pressure homogenization, and coated with
chitosan. Size, surface electrical potential, polydispersity and encapsulation efficiency
were parameters used to characterize liposomes. Morphological characterization was
performed by m (Cryo-TEM). The optimization of the formulation was performed using
concepts from the Quality by Design (QbD) approach. The optimized selected
formulations were subjected to ex vivo permeation and mucoadhesion analyzes. The
size, polydispersity index and encapsulation efficiency of the selected optimized
formulations were studied to evaluate the stability during the period of sixty days under
refrigeration at 8 £ 1 °C. Results: The optimized formulation of ghrl-carrying liposomes
and coated with chitosan was identified through numerical optimization, establishing
the target criteria of: size (minimum), polydispersion index (IPD) (minimum), zeta
potential (maximum) and efficiency of encapsulation (EE) (maximum). The parameters
selected for the optimization were 70 pg / mL of ghrelin concentration, 0.3% (m / m) of
chitosan and coating time of 24 hours. The optimized formulation produced by
homogenization (Lhomo) and the optimized formulation produced by extrusion (Lextru)
were selected. The Lhomo formulation resulted in liposomes with 72.25 + 1.46nm, IPD
of 0.300 = 0.027, zeta potential of 50.3 + 1.46 and EE of 53.2%. While the Lextru
formulation resulted in 152.43 £ 0.24nm, IPD of 0.159 + 0.018, zeta potential of 60.81
*+ 6.61 and EE of 53.6%. The analysis of the results showed that the evaluated
parameters remained stable (p <0.5) for sixty days. The chitosan coating improved the
performance of the formulations in ex vivo permeation and mucoadhesion analyzes,

when compared to the uncoated formulations. Although high pressure homogenization



results in lower liposomes than that obtained by extrusion, this parameter was not
significant in permeation analyzes. Conclusion: With the phospholipid film rehydration
method, followed by post-processing, it was possible to form a nanoliposome structure,
confirmed by cryo-TEM. With the QbD approach it was possible to establish the
process factors that influence the parameters of interest. Among the formulation
factors that most influenced the particle size and surface charge, the concentration of
chitosan was the most relevant. The concentration of ghrl inversely influences EE. The
chitosan coating was important for the performance of the formulations in the ex vivo

analysis of permeation and mucoadhesion.

Keywords: Cachexia. Ghrelin. Liposome. Nose-to-brain delivery.
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1 APRESENTACAO

Esta dissertacdo descreve a minha visdo geral do assunto abordado neste
esforco de pesquisa, considerando meu aprendizado técnico e cientifico e o lugar em
gue me encontro como uma cientista em formacéo e profissional da area de saude.

Sob esta perspectiva sera expressada minha opinido sobre o estado atual do
conhecimento sobre a caquexia como uma doenca multifatorial, debilitante e muitas
vezes fatal, bem como os motivos que levam a deficiéncias no diagnéstico e as falhas
de tratamento medicamentoso quando este é realizado em tempo hébil.

Paralelamente, sera exposto a minha perspectiva e discutido o motivo pelo qual
formas farmacéuticas projetadas para alcancar um alvo especifico apresentam
melhores resultados para tratamento dessa patologia.

O presente trabalho foi redigido na forma de capitulos estruturados conforme

demonstrado na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma esquemaético dos capitulos envolvidos na dissertagéo.

Dissertagdo-

. Capitulo 11
Capitulo I:
- | . ABORDAGEM QUALIDADE POR |
REVISAO PROJETO PARA DESENVOLVIMENTO | | proguciio de
BIBLIOGRAFICA b TR  Frodusso d
Caquexia P
grell'\na  Otimizagdo da
- formulacdo
; Capitulo 111
) Via Sele¢do da X
intranasal . formulacdo - . CARACTERIZACAODAS |
- o FORMULACOES OTIMIZADAS .
: otimizada -
Lipossoma SELECIONADAS ‘ crio

microscopia
eletronica de
transmissdo

Estudo de
estabilidade

| Propriedade
mucoadesiva

Estudo de
permeacio

Fonte: elaboracéo prépria.

O Capitulo | € arevisao bibliogréafica, onde serdo abordados os aspectos gerais
fundamentados nas publicagBes cientificas. Nesta abordagem foi relacionada a
fisiopatologia da caquexia, a associacdo a outras doencas graves, as formas de

diagnéstico e os tratamentos paliativos. Destacando a relevancia da forma
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farmacéutica e da via de administracéo. A revisao bibliogréafica, espelha o estado atual
de conhecimento cientifico sobre a caquexia, a grelina, a via intranasal e os
lipossomas.

Os capitulos de Il e lll foram estruturados de forma semelhante e constam de
introducdo devidamente referenciada, descricdo de procedimento experimentais,
resultados com a respectiva analise e a discussédo, consideragcfes preliminares e
referéncia bibliografica especifica a cada capitulo.

No Capitulo Il, uma abordagem do desenvolvimento de projetos usando
conceitos de Qualidade Baseada em Projeto (Quality by Design — QbD) foi
apresentada. Uma vez que foi adotada a seguinte premissa “para alcangar avangos
em novos produtos, servicos e processos € necessario planejamento que otimize
procedimentos de produgao e controle”.

No Capitulo Ill, os resultados de caracterizacdo morfolégica e estabilidade das
formulacdes selecionadas pelo QbD serdo apresentados. Associado com analise dos
estudos ex vivo de permeacao e mucoadesao.

Assim, ap0s 0s processos de caracterizacao os lipossomas carreadores de ghir
poderdo ser submetidos a estudos in vitro e in vivo, como possivel desdobramentos
futuro para esse estudo. Podendo confirmar a transferéncia teérica naso-cerebral da

ghrl carreada por lipossoma para o tratamento da caquexia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um sistema lipossomal nanoestruturado para veiculacdo da

grelina, visando caracteristicas necessarias para liberacdo naso-cerebral.

2.2 Especificos

e Apresentar o estado atual do conhecimento cientifico sobre a fisiopatologia da
caquexia, 0 mecanismo de acao da grelina, perspectivas para utilizacdo da via
naso-cerebral e estratégias utilizando lipossomas como sistemas de liberacéo
de farmacos,

e Projetar e preparar vesiculas lipossomais com propriedades mucoadesivas
para veiculacdo da grelina;

e Aplicar abordagem de Qualidade Baseada em Projeto (Quality by Design —
QbD) para desenvolver formulagdes lipossomais otimizadas;

e Identificar perfil alvo do produto, atributos criticos de qualidade, atributos
criticos do material e pardmetros criticos do processo.

e Avaliar a influéncia da concentracdo de grelina, concentracdo de quitosana,
tempo de revestimento e processamento de pds formagdo no tamanho
lipossomal, indice de polidisperséo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacao
dos lipossomas.

e Selecionar as formulacdes otimizadas, visando menor tamanho, menor indice
de polidisperséo, maior carga de superficie e maior eficiéncia de encapsulacéo.

e Caracterizar os aspectos morfologicos das vesiculas lipossomais via
microscopia eletrbnica de transmisséao.

e Caracterizar a estabilidade das vesiculas lipossomais das formulacdes
selecionadas, segundo tamanho lipossomal, dispersdo do tamanho, carga de
superficie e eficiéncia de encapsulacéo;

e Determinar o perfil de permeacéo e o perfil mucoadesivo em mucosa nasal de

suino (modelo ex vivo) das formulacfes selecionadas;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Introducéo

A caguexia € uma sindrome multifatorial caracterizada pela perda continua de
massa muscular esquelética (com ou sem perda de massa gorda) que nao pode ser
totalmente revertida pelo suporte nutricional convencional e leva ao comprometimento
funcional progressivo (FEARON et al., 2011; MUSCARITOLI et al., 2010). A caquexia
€ descrita em associacdo com muitas condi¢cdes cronicas, doencas infeciosas e
observada em pacientes ap0s lesdes traumaticas extensas ou sepse (FARKAS et al.,
2013; GRAUL; STRINGER; SORBERA, 2016).

Até o momento, nenhuma intervencdo medicamentosa efetiva e aprovada
reverte completamente os achados da sindrome caquética (BARACOS et al., 2018).
Varias abordagens promissoras para o tratamento falharam em atender ao desafio
dos ensaios clinicos de fase lll. Avancgos adicionais sdo urgentemente necessarios
(VON HAEHLING; ANKER, 2014).

Estudos demonstraram efeitos positivos e encorajadores da grelina (ghrelin —
ghrl) no tratamento de pacientes caquéticos (CHEN et al., 2015; ESPOSITO et al.,
2015; MOLFINO et al., 2014). Embora os dados sejam promissores para apoiar 0 uso
terapéutico da ghrl na caquexia, os inconvenientes do tratamento que limitam o uso
clinico incluem uma meia-vida curta e a necessidade de administracdo parenteral
(BRIMIJOIN et al., 2016; MALIK; YENNURAJALINGAM, 2019). Nesse contexto, a
liberacdo intranasal da ghrl carreada por lipossomas para transpor a barreira
hematoencefalica (Blood—Brain Barrier - BBB) e possibilitar sua acéo central pode ser
uma alternativa promissora para melhorar a biodisponibilidade desse farmaco
(SALADE et al., 2017).

A desvantagem para o uso terapéutico dos peptideos é sua suscetibilidade a
clivagem por enzimas (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015). Consequentemente,
estratégias utilizando sistemas de liberacdo de farmacos, como lipossomas, podem
ser desenvolvidas para proteger os peptideos contra ataque enzimatico e melhorar
sua permeacdo (WONG; MARTINEZ; DASS, 2016).

A via nasal tem sido utilizada com vantagens para liberacdo cerebral e
administracéo cronica de macromoléculas (PAVAN et al., 2008). A regido olfativa da

mucosa nasal fornece uma conexao entre o nariz e o cerebro, que pode ser usada
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para distribuir com maior facilidade farmacos que atuam no sistema nervoso central
(MITTAL et al., 2014).

A via naso-cerebral associada com o uso de lipossomas pode ser considerada
para proteger a ghlr contra biodegradagéo e a melhor acessibilidade da ghrl aos seus
alvos cerebrais. Portanto, os lipossomas podem ser capazes de proteger a ghrl das
enzimas nasais, melhorar a permeacdo e consequentemente aumentando a
biodisponibilidade da ghrl, o que pode ser promissor no tratamento da
caquexia(SALADE et al., 2017)(SALADE et al., 2017)(SALADE et al., 2017).
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3.2 Cagquexia

Etimologicamente, a caquexia deriva do grego, kakos = ruim e hexis =
condicdo. Na Grécia, no século IV a.C., Hipdcrates ja descreveu com precisdo a
patogenia central da caquexia, dizendo: "a carne € consumida e se torna agua". Ele
considerava a caquexia como um sinal de morte (KATZ; KATZ, 1962 apud NAITO,
2019).

A caquexia apresenta um carater multifatorial e sistémico que dificulta a
elaboracao de critérios que a definem (EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011). Um
consenso indica que quase todas as definicbes compartilham dois fatores comuns:
perda de peso e inflamacdo (MUSCARITOLI et al., 2010). Diferentes definicbes de
caquexia concordam que a caquexia € uma sindrome multifatorial que envolve
alteracbes em varias vias metabdlicas em muitos tecidos e 6rgdos (ARGILES et al.,
2014).

O paciente caquético, além do comprometimento funcional, apresenta
diminuicdo da qualidade de vida, aumento da mortalidade e maior suscetibilidade as
toxicidades relacionadas ao tratamento da doenca associada, levando a um
prognéstico reservado (FEARON et al., 2011).

Desta forma, a caquexia é caracterizada pela perda continua de massa
muscular esquelética, massa adiposa e massa 60ssea (KAYS et al., 2018). Porém, a
perda de tecido muscular é considerada o principal mecanismo fisiopatoldgico para
explicar a redugcdo da capacidade fisica, aumento da fragilidade, suscetibilidade a
progressdo da doenca, aumento da taxa de hospitalizacdo e, consequentemente,
aumento da mortalidade (SCHERBAKOV; DOEHNER, 2019).

Caquexia é um grande e crescente problema de saude publica (SHEWAN,
2017). E uma condicdo séria, porém subestimada e n&o reconhecida nos pacientes.
Médicos e pesquisadores concentraram sua atencao na doencga primaria, raramente
reconhecendo a caquexia como uma condi¢ao distinta. Além da falta de terapia eficaz
que justifiqgue o reconhecimento e o registro da condicdo caquética (SHEWAN, 2017).

Caquexia € descrita em associacdo com muitas condicbes crbnicas, como
cancer, insuficiéncia cardiaca croénica (ICC), artrite reumatoide, doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), doenca renal crénica, cirrose hepatica, fibrose cistica,
doenca de Crohn, acidente vascular cerebral e alteragdes neurologicas degenerativas.

Também foi observada em pacientes ap0s lesdes traumaticas e sepse extensas, além
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de estar associada a pacientes com doencas infecciosas como HIV / AIDS,
tuberculose e malaria (GRAUL; STRINGER; SORBERA, 2016). Foi proposta uma
hipotese de que, independente da doenca crénica individual, o processo de perda
segue um padrdo metabdlico final comum. Esse padrao metabdlico geralmente se
relaciona a um estagio avancado da doenca subjacente e pode ser melhor resumido
como um aumento da rotatividade catabdlica e enfraquecimento anabdlico
(SCHERBAKOV; DOEHNER, 2019). Independentemente da doenca subjacente, a
caguexia esta associada a méa resposta ao tratamento medicamentoso, ma qualidade
de vida, mau prognostico e aumento da mortalidade em comparacdo com pacientes
ndo caquéticos (MULLER et al., 2010).

Dados de 2014 em paises industrializados, como paises da América do Norte,
Europa e Japdo, mostraram que a prevaléncia geral de caguexia esta crescendo e
atingiu cerca de nove milhdes de pacientes (VON HAEHLING; ANKER, 2014). Os
dados s&o escassos para 0s paises da América do Sul e da Africa, é estimado que a
caquexia também seja um grande problema nesses paises.

Em minha viséo geral do assunto, a caquexia atinge um namero significante de
pacientes e isso deveria aumentar a conscientizacdo sobre a caquexia e ajudar a
comunidade a compreender sua complexidade e magnitude. A acdo para prevenir e
controlar doencas crénicas requer uma abordagem abrangente que atinja uma
populacdo como um todo e inclua intervencdes de prevencdo e tratamento. As
intervencdes devem ser multissetorial, com esforcos de colaboracdo do governo,
organizacdes internacionais, instituicbes académicas, sociedade civil e setor privado.

A caqguexia pode ser qualificada como um problema de saude publica global.
Para um ser classificada como tal uma comorbidade deve: (i) possuir o 6nus alto em
termos de morbidade, mortalidade, qualidade de vida e custos; (ii) ser distribuido de
maneira injusta, afetando grupos populacionais desfavorecidos em maior extensao;
(i) haver alguma evidéncia de que as estratégias de salude publica podem reduzir
substancialmente a carga da doenca e, finalmente, que essas estratégias preventivas
ainda ndo estarem totalmente instaladas (FARKAS et al., 2013).

Além dos pontos citados, ha um aumento significativo na expectativa de vida
em todo o mundo, resultando em uma porcentagem maior de idosos.
Consequentemente, ha evidéncias claras de uma transicdo epidemiolOgica,
resultando em um aumento acentuado na incidéncia de doencas crénicas em todo o

mundo (BERGMAN et al., 2013). Os paises de baixa renda enfrentam ainda uma
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carga dupla de doencas, a medida que continuam a abordar os problemas de doencas
infecciosas. Deve haver um aumento na conscientiza¢ao sobre a caquexia e ajudar a
comunidade a entender sua complexidade e magnitude (FARKAS et al., 2013).

O suporte nutricional adequado continua sendo um dos pilares do tratamento
da caquexia (BARACOS et al.,, 2018), no entanto, a perda de massa corporal
associada a caquexia ndo é apenas mediada pela diminuicdo da ingestdo de
alimentos (STEINMAN; DEBOER, 2013). Assim, pacientes em nutricdo parenteral
total e, portanto, com uma ingestdo energética perfeitamente controlada, ainda
perdem peso e sofrem de sintomas de caquexia (ARGILES et al., 2014).

A perda de peso adicional é devida a processos relacionados a alteracfes
metabdlicas, mediados pelo excesso de liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico. Tanto as catecolaminas quanto
as citocinas proé-inflamatdrias promovem processos catabdlicos (MULLER et al.,
2010).

As citocinas proé-inflamatoérias, além de diminuir a eficacia do horménio do
crescimento (Growth Hormone — GH), atuam no sistema nervoso central como
mediadores da inflamacdo e como fatores catabdlicos que estimulam as vias
proteoliticas, levando a atrofia muscular e aumento da quebra do tecido adiposo
(STEINMAN; DEBOER, 2013).

Citocinas pré-inflamatérias, incluindo interleucina-6 (IL-6), IL-10 e IL-18 e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), estimulam a degradacdo das proteinas
musculares, causam disfungéo contratil e inibem a miogénese. Além de promover o
desperdicio de tecido adiposo, inibicdo da diferenciacdo de adipdcitos, estimulagéo
da lipdlise e aumento da apoptose nos adipdcitos (MULLER et al., 2010).

O balanco energético negativo relacionado a caquexia esta associado a
sinalizacdo inflamatodria no sistema hipotalamico da melanocortina, a regulacdo da
sinalizacdo inflamatéria central do metabolismo esté relacionada a sinalizacdo da
melanocortina. Neurdnios que expressam peptideo pro-opiomelanocortina (POMC),
peptideo orexigénico associado a agouti (AgRP) e neuropeptideo Y (NPY) na
presenca de citocinas pro-inflamatorias geram uma diminui¢éo na liberacdo de AgRP
/ NPY e aumentam a liberacdo de POMC (KWON et al., 2014).

O POMC é clivado para produzir Horménio Estimulante de Melandcitos (alfa-
MSH). O alfa-MSH, liberado nas sinapses, € ligado aos receptores da melanocortina

4 (MC4R), levando a um aumento na taxa metabolica basal, uma reducdo na massa
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corporal magra e uma diminuicdo no comportamento de procura de alimentos. AQRP
/ NYP, agonista natural do MC4R, quando diminuido, aumenta os efeitos do POMC,
levando a restricdo do apetite. Resultando em restricdo de apetite gerada pela
diminuicdo da expressao de AgRP / NYP (um agonista natural do MC4R), associado
a um aumento nos efeitos do POMC (STEINMAN; DEBOER, 2013).

O conteudo de TNF-alfa também diminui as reservas de carboidratos, inibindo
a atividade do receptor de insulina e uma diminuicdo na expressao do transportador
de glut-4, que deve desempenhar um papel fundamental na homeostase glicémica
prejudicada (LEGUISAMO et al., 2012).

O aumento da atividade do sistema nervoso simpatico resultante do aumento
das concentracdes plasmaticas de neurotransmissores também resulta em perda de
massa corporal e aumento do gasto energético, estimulacdo da lipélise, diminuicao
das enzimas lipogénicas e estimulacdo da apoptose no musculo esquelético
(MULLER et al., 2010). As catecolaminas tém sido associadas a uma resposta imune
aprimorada, sugerindo que o sistema nervoso simpético € um mediador essencial da
caquexia (STEINMAN; DEBOER, 2013).

Ao iniciar um processo inflamatério, o corpo adota um aumento da atividade
sistémica do sistema nervoso simpatico. Um dos objetivos da inflamacdo € a
estimulacdo de células dendriticas, que participam da resposta imune (PONGRATZ;
STRAUB, 2014). As células imunes expressam receptores para neurotransmissores
que séo funcionais e traduzem sinais neuronais em sinais de células imunes (CARR,;
BLALOCK, 1991). No entanto, se essa configuracdo de aumento da atividade do
sistema nervoso simpético persistir, os efeitos sdo prejudiciais devido ao estado
catabdlico cronico resultante, levando a caquexia, pressao alta, resisténcia a insulina
e aumento da mortalidade cardiovascular (PONGRATZ; STRAUB, 2014).

Como a caguexia esta associada a processos fisiopatolégicos complexos,
tratamentos farmacol6gicos, como: suplementacdo de calcio ou estimulantes do
apetite, como acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol, ciproheptadina
e corticosterdides, como prednisolona, metilprednisolona e dexametasona, sao
usados no tratamento atual e apresentam sucesso limitado (KHATIB et al., 2018a).
Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis ndo abordam de maneira abrangente os
componentes relevantes da Sindrome de Caquexia (ESPOSITO et al., 2015).

Ha um aumento na observacgéao e discusséo dos cientistas sobre a caquexia ser

vista como uma via metabdlica final comum, independentemente da doenca
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subjacente, sendo uma condicdo distinta e tratavel (SCHERBAKOV; DOEHNER,
2019). As pesquisas sobre caquexia ainda estdo subdesenvolvidas, mas ja pode-se
ver sinais que indicam um esfor¢o cientifico basico que sera evoluido para estudos
clinicos, gerando a esperanca de que terapias eficazes para essa sindrome sejam

desenvolvidas nos préximos anos (SHEWAN, 2017).
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3.3 Grelina

Dados promissores apoiam o uso terapéutico da ghlr na caquexia (CHEN et al.,
2015; ESPOSITO et al., 2015; KHATIB et al., 2018b; MOLFINO et al., 2014).

Ghrl é um hormdnio composto por 28 aminoacidos produzido principalmente na
mucosa oxintica do estbmago (DEBOER, 2011). Esse horménio se liga ao receptor
secretagogo do horménio de crescimento tipo la (GHS-Rl1a) no hipotalamo,
estimulando a liberacdo do GH (KOJIMA; HOSODA; DATE, 1999). A acilacéo
catalisada pela Ghrl-O-aciltransferase (GOAT) é essencial para a ligagdo da ghrl ao
receptor GHS-R1a (KOJIMA; HOSODA; DATE, 1999).

A acilacdo pode nao ser necessaria para todas as acfes da ghrl (DEBOER,
2011). Algumas evidéncias mostram que as func¢des bioldgicas da ghrl desacilada séo
independentes do GHS-R1a. Ghrl desacilada parece ter seu préprio receptor cognato.
No entanto, este receptor permanece indeterminado (YANAGI et al., 2018).

Na acilacao da ghrl, o GOAT usa triglicerideos da dieta, incluindo acidos graxos
C6-C10, com forte preferéncia pelo C8 (NISHI et al., 2005). O sistema Ghrl-GOAT tem
funcbes na regulacdo da homeostase energética, incluindo a capacidade de
comunicar o estado nutricional periférico atual ao hipotalamo e realizar compensacfes
de energia (MULLER et al., 2015).

O GOAT parece agir, além de detectar e se comunicar com o cérebro sobre a
disponibilidade de nutrientes periféricos, também para armazenamento de energia
(YANAGI et al., 2018). O GOAT é necessario para a prevencdo da hipoglicemia sob
condicbes de fome, mantendo os niveis de glicose no sangue mediados pelo GH
(ZHAO et al., 2010).

A descoberta da ghrl representa um importante ponto de virada no estudo das
interacbes estdbmago-cérebro e contribuiu enormemente para o entendimento da
homeostase sistémica (YANAGI et al., 2018).

A administracao da ghrl em pacientes com caquexia resulta em diminuicao da
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e reduz a atividade do nervo simpatico
(KISHIMOTO et al., 2012). Possui potencial de estimular a atividade anabdlica,
promover a secrecdo do GH, regular o sistema nervoso autbnomo e suprimir os efeitos
da inflamacgao (YANAGI et al., 2018).

Um dos mecanismos de ac¢ao propostos para ghrl assume que esse horménio

regula o metabolismo pela ativacdo de circuitos neurais orexigénicos, como o sistema
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central de melanocortina (MULLER et al., 2015). Além da secre¢do do GH, a
estimulacdo da ghrl no hipotalamo resulta em uma diminuicdo na expressdo dos
efeitos do peptideo anorexigénico de POMC e em um aumento na expressao e
liberacdo dos peptideos orexigénicos AgRP e NPY (Figura 2) (DEBOER, 2010;
STEINMAN; DEBOER, 2013).

A ghlr diminuir a expressao da expressao de POMC e a sinalizacéo inflamatoria
da IL-1 beta no sistema melanocortina esta fortemente associada ao balancgo
energético negativo relacionado a caquexia. Ghrl diminuiu a expressdo de POMC e
inibe citocinas pro-inflamatorias, como IL-lalfa, IL-1beta, TNF-alfa (KWON et al.,
2014; PEREIRA; DA SILVA; DE MORAES-VIEIRA, 2017; SELIM et al., 2015).

A maioria dos animais, incluindo humanos, possui padrdes alimentares
padronizados nos quais as refeicdes sao feitas com base em fatores aprendidos e /
ou ambientais. A sinalizacdo da ghrl com neurénios do hipocampo ventral (VHP) é
fisiologicamente relevante para o comportamento alimentar condicionado. A ativacéo
dos neurdnios pela ghrl-vHP ainda se comunica diretamente com os neurbnios no
hipotalamo lateral (LHA) que expressa o neuropeptideo orexina (Figura 2) (HSU et al.,
2015). Juntas, a sinalizacao central da ghrl-GHS-R1a induz a alimentacéo diretamente
através da ativacao dos neurdénios NPY / AgRP e indiretamente pela via vVHP-LHA
(YANAGI et al., 2018).

A sintese da ghrl e rotas que transportam sinais da ghrl para o hipotalamo é
ilustrada na Figura 2. Nas células do tipo X / A localizadas no estbmago, é onde a
progrelina é acilada. Duas rotas foram propostas para transmitir sinais da ghrl
derivados do estbmago para o hipotdlamo: o nervo vago aferente e a circulacao
sanguinea. O nervo vago é o décimo nervo craniano, contém fibras eferentes e
aferentes e transmite informacdes das visceras para o cérebro. Ghrl se liga ao GHS-
Rla e suprime a atividade elétrica do nervo aferente vagal. Esse sinal elétrico atinge
0 nucleo do trato solitario (NTS), que sinapse com 0s neurénios NPY no ARC. Ghrl
circulante é transportada através do BBB e se liga aos neurdnios nas proximidades
dos capilares (YANAGI et al., 2018).
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Figura 2 - Resumo grafico das principais conclusdes sobre mecanismo de acéo da ghrl e
estratégia utilizando a liberagao intranasal da ghrl carreada por lipossomas.
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O GHS-R1a no hipotalamo é predominantemente expresso no ARC. O ARC contém
neurdnios orexigénicos que expressam NPY e AgRP, neurbnios anorexigénicos que
expressam POMC. Os neurbnios NPY / AgRP e POMC projetam-se no VHP. A alta
atividade dos neurdonios POMC aumenta a liberac&o de alfa-MSH no vHP, que por sua
vez atua nos neurdnios que expressam o0 MC4R para suprimir a ingestao de alimentos.
O NPY age estimulando a ingestdo de alimentos, enquanto o AgRP antagoniza o
MC4R. A acdo da ghrl no vHP estimula a alimentacdo também com a ativacdo dos
neurdnios LHA e liberagdo de orexina. Ghrl induz a ingestao de alimentos ativando os
neurénios NPY / AgRP. Ghrl estimula a liberacédo de GH ativando os somatotropicos
na hipdéfise anterior (YANAGI et al., 2018).

Ghrl também suprime a inflamacdo sistémica por meio de suas funcdes
simpatico-inibitérias. Os receptores centrais de ghrl que envolvem uma via
dependente do receptor NPY mediam a propriedade inibidora da ghrl na liberacéo de
noradrenalina. A modulacdo da ativacdo nervosa simpatica superestimulada pode
resultar no efeito inibitério da ghrl na produgcdo de TNF-alfa (WU et al., 2007). Nos
simpatdcitos, a liberacdo de noradrenalina pelos nervos simpaticos pos-ganglionares

aumenta a producao de TNF-alfa (YANG et al., 2001) e a administracao periférica de
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ghrl diminui os niveis circulantes de TNF-alfa e noradrenalina (WU et al., 2007). Ghrl
também diminui a liberacao de citocinas pro-inflamatorias pela ativagdo do nervo vago
(YANAGI et al., 2018).

O GHS-R1a também é expresso no nervo vago (LI, 2007), o nervo vago serve
como um canal para a comunicac¢ao neuro entérica, onde o aumento da atividade do
nervo vago, central e periférico, leva ao aumento da motilidade gastrointestinal,
aumento da funcdo pancreatica exocrina e alteracdes nos perfis neuroendécrinos
(WANG et al., 2010). O nervo vago também parece desempenhar um papel central na
inibicdo da liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias, e estudos sugerem que essa
atividade anti-inflamatoria da estimulacao vagal € mediada por ghrl (BANSAL et al.,
2012; CHEYUO et al., 2011; LIN; HSIAO, 2017; PRODAM; FILIGHEDDU, 2014).

Assim, algumas das acdes da ghrl depende da acessibilidade do horménio aos
seus alvos cerebrais,(CABRAL et al., 2014) mas também executa acdes relacionadas
a caguexia que nao se limitam a esses efeitos centrais. Além da atividade biologica
central, a ghrl protege os 6érgéos criticos do metabolismo do estresse e da inflamacao
metabolica (YANAGI et al., 2018).

Na inflamacdo, GHS-R1a é expresso em linfocitos e a ghrl demonstrou diminuir
a expressao de citocinas inflamatérias em mondcitos e células T (PEREIRA; DA
SILVA; DE MORAES-VIEIRA, 2017) e a ghrl pode desempenhar um papel nos
estados inflamatorios agudos e crénicos, e essa hipétese é apoiada pela observacgéo
de que os niveis circulantes de ghrl geralmente sdo alterados nos estados
inflamatorios (PRODAM; FILIGHEDDU, 2014).

No sistema cardiovascular, 0 GHS-R1la é expresso no cora¢do e na aorta.
Também é relatado que o gene GHS-R1a pode ser detectado na linha celular de
cardiomiécitos em cultura e em células endoteliais vasculares humanas (KISHIMOTO
et al., 2012). Ghrl apresenta acdes no sistema cardiovascular, sao identificadas a
dilatacdo do calibre arterial independentemente do endotélio, a diminuigdo da presséo
arterial média, a neutralizacdo do sistema renina-angiotensina (TORSELLO et al.,
2012). Quando a ghrl é administrada cronicamente em caso de insuficiéncia cardiaca,
promove reducdo no remodelamento cardiaco apds isquemia, melhora da fungéo
sistOlica esquerda e diminui¢cdo da mortalidade por arritmias fatais (KISHIMOTO et al.,
2012).

Ghrl exibe atividade gastroproquética (LIN; HSIAO, 2017) porque, além de

aumentar a atividade do nervo vago, possui semelhanca estrutural com a motilina e



32

acelera a taxa de esvaziamento gastrico, mesmo na presenca de vagotomia
(ASAKAWA et al., 2001; BINN et al., 2006). E capaz de estimular a secrecéo acida
em associagdo com gastrina; no entanto, somente quando o ghrl é administrado
centralmente em ratos, ele estimula a motilidade col6nica (SAKURADA et al., 2010).

Ghrl atua na regulacédo do metabolismo da glicose (ALAMRI et al., 2016). A ghrl
acilada tem principalmente efeitos hiperglicémicos e promove resisténcia a insulina
(VESTERGAARD et al., 2017), agindo nas ilhotas pancreaticas para suprimir a
secrecdo de insulina (SALEHI et al., 2004), e nos hepatdcitos estimulando a producéo
de glicose (GAUNA et al., 2005) A ghrl desacilada pode neutralizar os efeitos
hiperglicémicos. Ghrl desacilada aumenta a sensibilidade a insulina.(GAUNA et al.,
2005) Consequentemente, héa interesse no potencial do antagonismo da ghrl para
melhorar o diabetes e a hiperglicemia (COLLDEN; TSCHOP; MULLER, 2017;
POHER; TSCHOP; MULLER, 2018) A insulina esta associada a inibicdo da liberagdo
de ghrl; portanto, baixos niveis de insulina levam ao aumento da secrecao de ghrl
(NASS et al., 2010).

Foi demonstrado que a administracéo de ghrl em ratos evita a atrofia muscular,
aumentando a fosforilacdo da proteina quinase B (uma proteina quinase que
desempenha um papel fundamental na apoptose, proliferacdo celular e migracéo
celular), diminui a via da miostatina (proteina envolvida na inibicdo do crescimento). e
regeneracao dos musculos esqueléticos), ativar a miogenina (um fator de transcricdo
envolvido na miogénese e no reparo) e ativar a proteina 1 para determinacdo de
mioblastos (MyoD- uma proteina que desempenha um papel importante na regulacéo
da diferenciacdo muscular) (CHEN et al., 2015).

No tecido adiposo, o ghrl estimula a expresséo de genes que codificam enzimas
promotoras de armazenamento de gordura, como lipoproteina lipase (LPL), acidos
graxos sintase (FAS), acetil-CoA carboxilase alfa (ACC-alfa) e estearoil-CoA
dessaturase-1 (SCD1), que pode fornecer importantes reservas de energia para o
organismo. Nos adipécitos marrons, a ghrl diminui a expressdo de proteinas
relacionadas a termogénicos, diminuindo o processo metabolico durante o qual o
corpo queima calorias para produzir calor (MULLER et al., 2010).

Devido aos beneficios do ghrl, a abordagem farmacoldgica do sistema ghrl é
considerada uma abordagem promissora e valiosa para o tratamento de uma
variedade de complicagdes metabdlicas, incluindo a caquexia (COLLDEN; TSCHOP;
MULLER, 2017; HATANAKA et al., 2015).
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O tratamento com ghlr possui inconvenientes, que incluem uma meia-vida curta
e a necessidade de administracdo parenteral (BRIMIJOIN et al., 2016; MALIK;
YENNURAJALINGAM, 2019)

As limitacbes do tratamento com ghrl exdgena levaram investigacdo de
alternativas como: a anamorelina, um agonista da ghrl, que é potente e altamente
especifica (BAI et al., 2017; CURROW,; SKIPWORTH, 2017; GARCIA et al., 2015),
administracé@o oral de rikkunshito, um medicamento fitoterapico potenciador de ghrl,
que aumenta os niveis plasmaticos de acil ghrl (FUJITSUKA; UEZONO, 2014) e a
investigacdo de estratégias para evitar degradacao e melhorar a acessibilidade do ghrl

aos alvos, que é o foco desse trabalho.
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3.4 Viaintranasal

O cérebro € isolado e protegido por varios mecanismos do ambiente externo.
A barreira fisiolégica possui propriedades como controle dos transportadores de
influxo e efluxo, expresséo de jungdes estreitas ou acédo de enzimas metabolizadoras
presentes nas células endoteliais (DANEMAN; PRAT, 2015; LEE et al.,, 2010;
MARIANECCI et al.,, 2017). A BBB e a barreira do liquido cefalorraquidiano
representam os principais limites entre a circulagéo periférica e o sistema nervoso
central (GRAFF; POLLACK, 2004).

A via naso-cerebral pode ser vantajosamente usada para administracao crénica
de macromoléculas sensiveis, como peptideos bioterapéuticos (SALADE et al., 2017).
Este sistema de liberagdo estd emergindo como uma abordagem promissora para
administracdo de medicamentos que requerem acao no sistema nervoso central
(BOURGANIS et al., 2018)

A administracdo intranasal € uma alternativa as vias oral e intravenosa e é
eficaz na administracao sistémica de medicamentos (PIRES et al., 2009) e também
uma alternativa potencial para métodos injetaveis invasivos para superar a BBB e
administrar medicamentos ao sistema nervoso central (MIYAKE; BLEIER, 2015).

Formulacdes contendo peptideos terapéuticos atuais sdo planejadas para
administracdes injetaveis (GARIN et al., 2013). No entanto, quando é necessaria uma
administracdo cronica, as vias injetaveis invasivas podem levar a baixa adesédo do
paciente e subsequente falha do tratamento (SALADE et al., 2018).

Na via naso-cerebral, o farmaco pode permear para circulacdo sistémica
através da mucosa nasal que € altamente vascularizada e, como na administracéo
intravenosa, pode ou ndo cruzar a BBB e entrar no cérebro, mas também pode ser
direcionado diretamente ao sistema nervoso central pelo nervos olfativos ou trigémeos
do epitélio (PIRES et al., 2009).

A regido olfativa da mucosa nasal fornece uma conexao entre 0 nariz e 0
cérebro, que pode ser usada para distribuir com maior facilidade farmacos que atuam
no sistema nervoso central (MITTAL et al., 2014).

Os mecanismos de transporte de farmacos pela via naso-cerebral foram
descritos em: (i) a via sistémica, que € caracterizada pela absor¢éo do farmaco através
da mucosa nasal, distribuicéo sistémica e possivel passagem pelo BBB, semelhante

a via intravenosa; (ii) a via olfativa, na qual o farmaco pode permear o epitélio olfativo
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até o bulbo olfativo a partir do qual tem acesso ao sistema nervoso central; (iii) a via
axonio neural, um transporte axonial dos nervos cranianos olfativos e trigeninal, a qual
a permeacao esta associada aos axonios e o farmaco evita a BBB (KHAN et al., 2010).

A via sistémica esta associada ao metabolismo hepético e renal de farmacos,
por gerar a exposicdo sistémica, sem especificidade para os tecidos cerebrais
(DHURIA; HANSON; FREY, 2010).

Na via olfativa, o farmaco atravessa o0s espacos entre 0s neurdnios olfativos no
epitélio olfativo e sdo transportados para o bulbo olfativo. Apds atingir o bulbo olfativo,
o farmaco pode entrar em outras regides do cérebro por difusdo (YING, 2008). Essa
via depende de caracteristicas especificas do farmaco para ser efetiva.

Na via axénio neural, o farmaco atinge o bulbo olfativo por meio do transporte
axonal de neurbnios olfativos e trigeminal. Apenas substancias de tamanho
semelhante ou menor que o diametro dos axoénios olfativos humanos (100-700nm)
podem ser transferida por esta via (BOURGANIS et al., 2018; MORRISON;
COSTANZO, 1992).

O nervo trigémeo é o principal nervo craniano, embora suas terminacdes nao
sejam diretamente expostas na cavidade nasal, pressupde-se que o ponto de entrada
inicial seja provavelmente os ramos oftalmico e maxilar do nervo trigémeo, que
inervam a mucosa hasal dorsal com a parte anterior da cavidade nasal e as paredes
laterais da mucosa nasal (DHURIA; HANSON; FREY, 2010; DJUPESLAND;
MESSINA; MAHMOUD, 2014).

Vérios fatores influenciam a administracdo de farmacos ao sistema nervoso
central e podem determinar quais das vias acima podem predominar em termos da
extensdo da absorcdo do farmaco. E possivel que as trés vias contribuam de forma
independente ou sinérgica para o transporte de farmacos. A afinidade de um
tratamento terapéutico para uma via especifica pode ser modulada por si s6 ou pelas
propriedades da formulagdo (BOURGANIS et al., 2018).

A administracdo naso-cerebral sofre de limitacdes, como depuragcéo mucociliar,
metabolismo enzimatico e permeacdo limitada pelo tamanho das particulas
(SCHIPPER; VERHOEF; MERKUS, 1991). Os farmacos administrados pela via
intranasal contornam o efeito gastrointestinal e o metabolismo hepéatico de primeira
passagem. No entanto, eles podem ser metabolizados significativamente no limen da
cavidade nasal ou durante a passagem pela barreira epitelial nasal, devido a presenca

de uma ampla gama de enzimas metabdlicas nos tecidos nasais. Embora o
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metabolismo nasal de primeira passagem seja mais fraco que o metabolismo hepéatico
e intestinal, possui uma imposicao significativa na biodisponibilidade do medicamento
(PIRES et al., 2009).

O sistema de depuracdo mucociliar desempenha um papel importante na
defesa do trato respiratério. O muco coleta particulas estranhas, os cilios fornecem a
forca motriz, impedindo a inalagdo de xenobidticos no ar. Os xenobiodticos aderem ao
muco e sdo transportados para a nasofaringe. Essa depuragdo mucociliar influencia
significativamente a absorgéo nasal de medicamentos (MERKUS et al., 1998).

Para superar essas dificuldades do metabolismo nasal e da depuracéo
mucociliar, estratégias utilizando lipossomas funcionalizados podem ser seguidas. O
uso de lipossomas funcionalizados pode promover contato prolongado entre o
farmaco e o local de absorcao, facilitar a absorcao direta pela mucosa nasal e proteger

contra o metabolismo enzimatico (PIRES et al., 2009).
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3.5 Lipossomas

Lipossomas séo vesiculas auto organizadas nano ou micro estruturadas que
consistem em bicamadas lipidicas concéntricas com uma fase aquosa interna (LA,
FADDA,; SINICO, 2013). Na figura 3 é possivel observar os aspectos estruturais dos
lipossomas. Muitos lipossomas podem ser produzidos com caracteristicas distintas,
gue dependem da natureza dos componentes lipidicos, da carga superficial e das

possiveis modificagdes quimicas (NISINI et al., 2018).

Figura 3 - Uma representacgao da organizagcdo de um lipossoma e da bicamada fosfolipidica.

Fonte: adaptado de BOZZUTO; MOLINARI (2015)

A principal composicéo dos lipossomos séo os fosfolipidios, que sdo moléculas
anfifilicas formadas por uma porgcdo hidrofilica e cadeias hidrofobicas. Por essas
caracteristicas, quando os fosfolipidios sao dispersos em solu¢des aquosas, tendem
a formar membranas (PAPAHADJOPOULOS; KIMELBERG, 1974). Suas por¢des
polares preferem interagir com o ambiente aquoso e suas longas cadeias apolares
promovem interagdo entre eles. As cadeias hidrofobicas de cada camada enfrentam
e formam um compartimento lipofilico em torno de um compartimento hidrofilico. As
interacdes hidrofobicas dessas bicamadas lipidicas sao forcas de van der Waals, que

mantém as porgbes apolares juntas. Enquanto isso, ligacdes de hidrogénio e
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interacbes polares entre moléculas de agua no ambiente aquoso e as porcdes
lipidicas polares estabilizam essa organizacao (BOZZUTO; MOLINARI, 2015).

Como transportadores de farmacos, os lipossomas sdo amplamente utilizados
devido a sua capacidade de encapsular moléculas hidrofilicas, anfifilicas e lipofilicas.
Além disto, metodologias de funcionalizacdo da superficie, podem melhorar a
farmacocinética e a capacidade de administrar farmacos nas areas afetadas (VIEIRA,
GAMARRA, 2016). Os lipossomas também tém a vantagem de apresentar boa
biodegradabilidade e biocompatibilidade, liberacdo controlada de farmacos e baixa
toxicidade (NISINI et al., 2018; NOBLE et al., 2014; VIEIRA; GAMARRA, 2016). Os
lipossomas parecem ser um sistema quase perfeito de transportadores de farmacos,
uma vez que sua morfologia & semelhante a das membranas celulares (biomiméticos)
e devido a sua capacidade de incorporar varias substancias (BOZZUTO; MOLINARI,
2015).

A camada fosfolipidica protetora é capaz de resistir frente a variacdes de pH,
aos radicais livres do corpo e as ac¢des enziméaticas protegendo o ghrl da degradacdo
até que a liberacdo ocorra (NISINI et al., 2018). Formulacdes lipossémicas também
podem transportar ghrl através da barreira mucosa, protegendo do metabolismo na
cavidade nasal (VIEIRA; GAMARRA, 2016).

Os lipossomas tém ganhado atencao por serem potencialmente promissor para
o tratamento de doencas neurolégicas (LAI; FADDA; SINICO, 2013; RAMOS-
CABRER; CAMPOS, 2013). O desenvolvimento de sistemas de administracdo de
farmacos para o sistema nervoso central € um dos topicos de pesquisa mais
desafiadores no campo farmacéutico. Lipossomas melhoram a permeacdo de
farmacos e tém a possibilidade de funcionalizacdo de sua superficie com diferentes
ligantes, e suas caracteristicas fisico-quimicas sao promissores para a liberacdo no
sistema nervoso central (VIEIRA; GAMARRA, 2016).

Lipossomas catibnicos sdo veiculos mais eficientes para a liberagdo de
farmacos no sistema nervoso central do que as neutras ou anionicas.(JOSHI et al.,
2014) A interacao eletrostéatica entre as membranas celulares com carga negativa e
lipossomas catibnicos aumenta a captagao de lipossomos por adsorcao de endocitose
(BOZZUTO; MOLINARI, 2015).

A adicao de polietilenoglicol (PEG) protege o lipossomo da ligacdo as proteinas
plasmaticas, formando uma camada protetora na superficie e evitando o processo de

opsonizacdo e subsequente eliminagédo dos lipossomos. Entdo a PEGilacdo pode
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prolongar o tempo de circulagdo no corpo (MILLA; DOSIO; CATTEL, 2012). Para
melhorar a biodisponibilidade do farmaco no o sistema nervoso central, os lipossomas
podem ser usado visando 0s receptores expressos nas células endoteliais do cérebro.
A superficie dos lipossomas pode ser funcionalizada com agentes direcionadores que
melhoram a afinidade e a seletividade dos lipossomas para administracao do sistema
nervoso central. Os ligantes alvo podem ser ligados covalentemente na superficie do
lipossoma ou nas extremidades do PEG (LAI; FADDA; SINICO, 2013; LAJOIE;
SHUSTA, 2015; NOBLE et al.,, 2014; SCHNYDER; HUWYLER, 2005). Outras
propriedades podem ser incluidas nos lipossomas para o efeito especifico do farmaco
em resposta a estimulos como campo magnético, temperatura ou alteracées no pH
(VIEIRA; GAMARRA, 2016).

Os lipossomas sdo uma excelente ferramenta para tratamento distarbios
neuroldgicos, devido a sua capacidade de atravessar a BBB e fornecer eficientemente
farmacos ao sistema nervoso central (VIEIRA; GAMARRA, 2016).
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3.6 Conclusao

A caquexia esta associada a muitas condi¢cfes cronicas, doencas infeciosas e
observada em pacientes apos lesdes traumaticas extensas ou sepse. A caquexia
resulta diminuicdo da qualidade de vida, aumento da mortalidade e maior
suscetibilidade as toxicidades relacionadas ao tratamento da doenca associada. Com
um numero crescente de individuos em estado caquético, associado a auséncia de
uma intervengao medicamentosa efetiva, conscientizagédo sobre a caquexia e avangos
no desenvolvimento de tratamentos sdo urgentemente necessarios.

Entendemos que destacar abordagens praticas para o tratamento multimodal
da caquexia e suas comorbidades é uma das acdes mais importantes. No entanto,
novas alternativas para a administracdo alvo de medicamentos, terapeuticamente
eficAcia e com seguranca bioldégica, podem ser projetadas para reverter
completamente os achados da sindrome caquética.

Os estudos considerados nessa revisdo relataram que medicamentos
baseados em ghrl sdo promissores e podem desempenhar um papel na melhoria da
carga sintomatica da caquexia. S&0 necessarios mais estudos para superar as
limitacbes da administracdo de ghrl exdgena e para determinar a utilidade desses
medicamentos na melhoria do paciente frente a sindrome caquética.

O emprego de lipossomos carreadores de farmacos para atingir o sistema
nervoso central ainda esta restrito ao trabalho experimental inicial em modelos
celulares e animais, poucos seguem o desenvolvimento pré-clinico, ou sdo estudados
em ensaios clinicos em humanos. Por tanto, necessitam de estudos adicionais.

Ainda ndo ha evidéncias suficientes para apoiar ou refutar o uso de ghrl em
pessoas com caquexia. S80 necessarios mais estudos que considerem vias de
administracdo adequadas com foco apropriado na avaliacdo da seguranca, eficacia.

Um sistema inteligente de gerenciamento de medicamentos para melhorar a
biodisponibilidade da ghrl exdgena em pessoas com caquexia, podem ser uma boa
alternativa para superar as limitacdes apresentadas pela atual administracéo
parenteral.

Estratégias utilizando sistemas de liberacdo de farmacos, como lipossomas,
podem ser desenvolvidas para proteger a ghrl da sua instabilidade fisiol6gica e

melhorar a permeacéao.
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A via naso-cerebral se apresenta como uma boa alternativa para administracéo
da ghrl, utilizando uma conexao direta entre o0 nariz e o cérebro, que pode possibilitar
sua acéo no sistema nervoso central

O desenvolvimento do tratamento da caquexia baseada em ghrl pode oferecer
a oportunidade de atender as necessidades dos pacientes caquéticos. A via naso-
cerebral pode ser uma via facil de adesdo. No entanto, sdo necessarios
desenvolvimentos pré-clinicos e ensaios clinicos para estabelecer critérios para o uso
de ghrl carreado por lipossomas e administragdo naso-cerebral no tratamento de

caquexia
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4 ABORDAGEM QUALIDADE BASEADA EM PROJETO PARA
DESENVOLVIMENTO DE LIPOSSOMAS CARREADORES DE PEPTIDEOS

4.1 Introducao

Para o desenvolvimento dos lipossomas carreadores de peptideos, utilizamos
a abordagem Qualidade Baseada em Projeto (Quality by Design — QbD). QbD é uma
abordagem sistematica para o desenvolvimento de produtos, que tem com partida
objetivos previamente definidos e enfatiza o produto, a compreensao dos processos
e controle desses processos (ICH, 2009). Os objetivos terapéuticos, o
desenvolvimento do produto e os processos de fabricacdo sédo projetados visando a
qualidade esperada, de acordo com as expectativas previamente definidas (YU et al.,
2014).

A abordagem tradicional para o desenvolvimento e fabricacdo de produtos
geralmente envolve o0 uso de métodos empiricos, em especial no que diz respeito as
relagdes existentes entre 0s processos e o produto, e entre o produto e seus aspectos
clinicos. Ao contrario, QbD promove o entendimento profundo do produto e do
processo de producgéo e estimula a constru¢do da qualidade durante o processo, e
nao apenas testando-o no final (GUINDALINI; CRUZ CDTS; DE JANEIRO, 2012).

O conceito QbD atualmente esta sendo conduzido pela Conferéncia
Internacional de Harmonizacdo dos Requisitos Técnicos para Registro de Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano (International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH), entidade onde
participam as agéncias regulatorias americana (Food and Drug Administratiom, FDA),
europeia (European Medicines Agency, EMA) e japonesa (Japan Pharmaceuticals and
Medical Devices Agency, Japan PDMA). A previsao teorica indicada pela QbD e a
abordagem centrada no risco ajudam a conduzir uma atividade de pesquisa pratica
mais eficaz, adaptavel mesmo nas fases iniciais dos desenvolvimentos farmacéuticos
(CSOKA; PALLAGI; PAAL, 2018; PALLAGI et al., 2015).

Os peptideos sao cada vez mais reconhecidos como potenciais direcionadores
para o desenvolvimento de novas terapias para uma variedade de doencas, incluindo
cancer, caquexia, hepatite, reumatismo, doencas infecciosas, doencas autoimunes,
AIDS e condicdes relacionadas (LAU; DUNN, 2018). A desvantagem para 0 uso

terapéutico dos peptideos é sua suscetibilidade a clivagem por enzimas, possuindo
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baixa biodisponibilidade (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015). Consequentemente,
estratégias utilizando sistemas de liberacdo de farmacos estdo sendo desenvolvidas
para proteger os peptideos contra ataques enzimético (WONG; MARTINEZ; DASS,
2016). Os lipossomas podem ser utilizados como sistemas de liberagdo de farmacos
para melhorar a biodisponibilidade de farmacos com baixa permeabilidade ou
faciimente biodegradaveis (CAGDAS; SEZER; BUCAK, 2014). Os lipossomas podem
ainda ser funcionalizados na superficie para melhorar a farmacocinética e possuir a
capacidade de distribuicdo direcionada de farmacos (AGRAWAL et al., 2017).

A incorporacéo dos peptideos em lipossomas, associado a escolha de uma via
de administracao alternativa podem oferecer varias vantagens nas terapias utilizando
peptideos (IBRAHEEM; ELAISSARI; FESSI, 2014). Como agente ativo modelo para
estudar a incorporacao de peptideos nos lipossomas, o peptideo utilizado foi a grelina
(ghrl).

Existem numerosos peptideos terapéuticos eficazes que sdo administrados por
vai parenteral, devido a biodisponibilidade inadequada por vias de nao injecdo
(PHILIPPART; SCHMIDT,; BITTNER, 2015). Levando em considerag&o que as vias de
administracdo invasivas podem levar a uma baixa adeséo do paciente e subsequente
falha no tratamento, especialmente quando as administracdes crbénicas sao
necessarias, a via intranasal apresenta vantagens por ser uma forma néo invasiva e
indolor de administrar farmacos (SALADE et al., 2018).

No entanto, a via naso-cerebral tem varias limitacdes. No transporte naso-
cerebral a capacidade de permeacao esta associada ao tamanho dos lipossomas, 0
que sugere que apenas estruturas com dimensdes menores que 400 nm poderao ser
transferidas (BOURGANIS et al., 2018). A faixa ideal de tamanho de particula para
administrac@o nasal se o alvo for especificamente a via naso-cerebral € de 70-400 nm
(PALLAGI et al., 2019; SONVICO et al., 2018). Outra limitacdo é que o0 muco na
mucosa nasal é renovado a cada 15-20 minutos devido a secrec¢ao continua de muco
e atividade mucociliar. Portanto, se a for¢ca bioadesividade do produto for fraca, a
meia-vida do ingrediente farmacéutico ativo € de 10 a 15 minutos, resultante da
limitagdo da depuragcdo mucociliar nasal (BUSTAMANTE-MARIN; OSTROWSKI,
2017).

Um dos objetivos da QbD é aumentar a capacidade do processo e reduzir a
variabilidade do produto que geralmente leva a defeitos e rejeicdes do produto nas

préximas etapas. Atingir esse objetivo requer produtos e processos robustos. Além
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disso, um melhor entendimento do produto e do processo pode facilitar a identificacao
e o controle de fatores que influenciam a qualidade do medicamento. A QbD aprimora
a capacidade de desenvolvimento, a velocidade e o design da formulagéo (YU et al.,
2014).

Esta pesquisa visou definir o perfil de alvo, selecionar os fatores criticos,
realizar uma avaliacdo de risco, realizar um planejamento fatorial, avaliar os

resultados e selecionar as formulagdes otimizadas.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material

e Grelina (obtida de rato, composta por 28 aminoacidos e seu residuo Ser3
€ N- octanilado; pureza = 97%, Sigma-Aldrich, USA)

e Fosfatidilcolina de soja (pureza = 94%, LS100®, Lipoid Kosmetik AG,
Switzerland);

e Sal sddico de 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[carboxi-
(polietilenoglicol) 2000 (DSPE-PEG2000, Lipoid Kosmetik AG,
Switzerland);

e Colesterol (NF, Dishman Group, India).

e Etanol PA 99% (Anidrol Produtos para Laboratoérios Ltda., Brazil)

e Tampao fosfato pH 5,9, isosmotico, contendo fosfato de sédio dibasico
P.A. (NazHPO4, Anidrol Produtos para Laboratorios Ltda., Brazil), fosfato
de sodio monobéasico P.A (NaH2POs4, Labsynth Produtos Para
Laboratorios LTDA., Brasil) e cloreto de soédio P.A. (Na CI, Labsynth
Produtos Para Laboratérios LTDA., Brasil);

e Quitosana de baixa massa molecular (75-85% desacetilada, 50,000-
190,000 Da, Sigma-Aldrich, USA);

e As membranas de policarbonato com diametro de poro de 50 e 100 nm
(Avanti Polar Lipids, Inc., Alabama).

4.2.2 Producéo de lipossomas

O método de producéo por reidratacdo de filme lipidico (BANGHAM, 1978) foi
selecionado para a preparacdo de lipossomas. Resumidamente, LS100, DSPE-
PEG2000 e colesterol, na propor¢ao 100:6:8% m/m, foram solubilizados em etanol
sob agitacdo por 10 min. Apds solubilizacdo, a mistura foi transferida para um baldo
de fundo redondo. Com auxilio do evaporador rotativo (TE-211-Tecnal), o etanol foi
evaporado a uma temperatura de 45°C com presséo regulada para 300mmHg por 20
min, ou até assegurar a formacao do filme lipidico seco aderido na superficie do baléo.
Em seguida, o filme de lipidios foi hidratado com 10mL de tampéo fosfato-salino,
isosmatico (PBS - pH 5,9, 308 mOsm/L) contendo diferentes concentractes de ghrl
(70, 105 ou 140pg/ml). As suspensdes de lipossomas formados foram armazenados
sob refrigeracao a 5-8°C.

A técnica de producdo reidratacéo do filme lipidico esta ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo esquematica da producéo de lipossomas por reidratacéo de filme
lipidico.

Fonte: elaboracéo prépria.

Neste estudo foram testados dois métodos de processamento de pés formacao:
a extrusao e homogeneizacao de alta presséao.

Com auxilio do recurso do software Design Expert® versdo 12.0.0 por Stat-
Ease, Inc. (Suite 480, Minneapolis, MN, EUA), o equilibrio entre as variaveis
categoricas foi constrito, garantimos que cada processamento de po6s formacédo
recebesse um numero igual de execu¢des no delineamento experimental.

O grupo de formulacdes selecionados para o processamento de pés formacgéao
de extrusdo, foram extrudadas através de membranas de policarbonato (ZHANG,
2017). Os lipossomas multilamelares grandes (diametro varia de 200 a 1000 nm)
foram extrudados através da extrusora com suporte/bloco de aquecimento (610000-
1EA - Avanti Polar Lipids, Alabama, EUA) (Figura 5). O suporte/bloco de aquecimento
foi mantido a 7045 °C, apesar da temperatura elevada o tempo de contato é curto. As
formulagbes passaram em ambos os sentidos subsequentemente, trés vezes, em

cada membrana com porosidade 0,1 um (EMD Millipore).
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Figura 5 - Extrusora com suporte/bloco de aguecimento.

Fonte: Avanti Polar Lipids, Inc. <https://avantilipids.com/divisions/equipment-products>

O grupo de formula¢6es selecionados para o processamento de pos formacao
de homogeneizacdo de alta pressdo (2.20 - Homolab) (Figura 6) foram
homogeneizados com duplo estagio. As suspensofes iniciais de lipossomas foram
processadas com um homogeneizador de alta pressdo (Homolab 2.20 - FBF ITALIA
Srl, Italy) no modo de néo recirculacdo. A presséo de entrada do homogeneizador foi
ajustada para 1000 bar e foram realizados 3 ciclos (nUmero de vezes que as amostras

foram processadas).

Figura 6 - Homogeneizador de alta pressdo com duplo estagio de homogeneizacéo.

Fonte: FBF do Brasil. <http://fbfdobrasil.com.br/produto/homogeneizadores-de-laboratorio/

Apbs os procedimentos de pos formacao, os lipossomas foram revestidos com
quitosana. Por possuir caracteristica catidnica, a quitosana foi escolhida, pois interage
eletrostaticamente com estas cargas anidnicas na superficie da mucosa, diminuindo
a limitacao da depuracéo mucociliar nasal.

Para preparacdo da solugdo de quitosana foram preparadas trés diferentes

concentracgdes (1, 3 e 5mg/mL) em &cido acético 0,1N. A disperséo foi agitada durante
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4 horas para obter a solucdo final homogénea e transluzente. Entdo, 9 mL da
suspensao de lipossomas foram revestidos com 1mL da dispersédo de quitosana (nas
concentracOes preparadas de 1, 3 ou 5 mg/mL), a qual as suspensdes de quitosana
foram adicionados gota a gota, sob agitacdo constante, para obter uma diluicdo 10
vezes maior que a dispersdo inicial de quitosana. Resultando em lipossomas
revestidos com diferentes concentracdes de quitosana (0,1; 0,3 e 0,5 mg/mL). As
dispersdes de lipossomas revestidos foram deixadas sob agitagdo constante em
diferentes tempos (2h, 8h e 24 horas) e depois armazenada na temperatura entre 5-
8°C. A representacao esquematica do revestimento de quitosana € ilustrado na Figura
7.

Figura 7 - Representagdo esquematica dos lipossomas revestidos com quitosana.

. )
*) ®) lipossoma revestido com quitosana

*) lipossoma ndo revestido

G
() )
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oy N, i

. - on o P,
matéria-prima ~em condigao acida

Fonte: Adaptado de BANG et al. (2011)

4.2.3 Qualidade Baseada em Projeto: Otimizacao da formulacao

Neste estudo, como procedimento caracteristico da QbD, definimos Perfil alvo
do Produto (Quality Target Product Profile, QTPP); identificamos os Atributos Criticos
do Material (Critical Material Atributes, CMA) e Parametros Criticos do Processo
(Critical Process Parameters, CPP) e, consequentemente, os Atributos Criticos da
Qualidade (Critical Quality Attributes, CQA).

Para o controle da qualidade no desenvolvimento dos lipossomas carreados
com peptideos foram utilizadas as ferramentas de: Avaliacdo do Risco inicial,
Delineamento experimental (Design of Experiments — DoE) e as Técnicas Analiticas
de Processo (Process Analytical Techniques, PAT) (BEZERRA; RODRIGUES, 2017;
ICH, 2009).
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Como ponto de partida da abordagem QbD, foi definido o QTPP do produto
lipossomal e seus critérios de qualidade. A selecdo dos QTPPs baseia-se nos
requisitos que permitem que o produto seja projetado com as caracteristicas
necessarias para atingir os objetivos terapéuticos. Para obter os QTPP foram
pesquisadas na literatura e avaliados os fatores necessarios para obter o produto alvo.

O segundo passo € a selecdo dos fatores que tém efeitos criticos sobre a
qualidade do produto alvo. A sele¢céo desses parametros é baseada em conhecimento
prévio e experiéncias anteriores. A selecdo de um fator como um CQA sempre
depende dos objetivos predefinidos, da qualidade esperada do produto e das
necessidades terapéuticas.

Os CMAs e os CPPs, que séo os fatores relacionados aos materiais e aos
métodos e processos de producdo selecionados, respectivamente, também foram
identificados nessa etapa. Os CMAs e CPPs séo atributos e parametros que afetam e
altera os CQAs da formulacao final.

Os CMAs e os CPPs estdo descriminados no diagrama de causa e efeito
(Ishikawa), esse diagrama também foi utilizado para a avaliacdo de risco,
selecionando assim os CQAs mais influentes.

O DoE foi utilizado na etapa subsequente como ferramenta de QbD. O DoE é
a forma em que os fatores (variaveis independentes) sao atribuidos aos experimentos.

O estudo foi realizado usando um L-optimal Design (também chamado IV ou
variancia integrada) que fornece uma variancia de previsdo meédia considerando a
combinacéo do fator categérico com fatores numéricos. L-optimal é desejavel para
métodos de superficie de resposta onde a previsao € importante. O algoritmo escolhe
0 ponto que minimiza a integral da variacao entre o espaco de design.

Em estatistica, a metodologia de superficie de resposta explora a relacéo entre
as variaveis independentes e as variagbes das respostas. O método foi introduzido
por George EP Box e KB Wilson (1951). Na metodologia de superficie de resposta
uma sequéncia de experimentos projetados € usada para obter uma resposta otima.

O delineamento apresentado nesse estudo envolve um fator categorico e trés
fatores numéricos. Os fatores numéricos foram ajustados nos niveis -1 (baixo), 0
(médio) e +1 (alto), dentro da faixa adequada determinada na avaliag&o de risco inicial.
Auxiliado por um recurso do software que for¢a o equilibrio, garantimos que cada fator

categorico receba um numero igual de execucgdes de experimentos.
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Tendo como finalidade encontrar os principais parametros relevantes aos
CQAs. Os fatores experimentais foram investigados através de uma matriz de
delineamento de 24 experimentos, com 2 repeticdes de ponto central e 2 pontos para
avaliar a falta de ajuste no modelo de regressdo. Assim, um desenho experimental foi
construido para estudar a influéncia das CMAs e CPPs nas propriedades CQAs. O
DoE foi desenvolvido usando o software o Design Expert® versdo 12.0.0 por Stat-
Ease, Inc. (Suite 480, Minneapolis, MN, EUA).

4.2.4 Técnicas Analiticas de Processo

O tamanho de particula, o indice de polidispersao (IPD) e o potencial zeta foram
determinados usando um analisador de particulas (ZetaPALS, modelo NanoBrook
90PIusPALS, Brookhaven Instruments, Holtsville NY, E.U.A). O espalhamento
dindmico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS) foi utilizado para determinacéo do
tamanho de particulas e a andlise de fase de dispersdo de luz (PALS) para
determinacao da carga superficial. O analisador de particulas ndo apenas permite a
medida do tamanho de particula e potencial zeta da amostra, como também
informacdes de distribuicbes nos resultados para amostras polidispersas.

Para a determinacao, as particulas foram diluidas em agua ultrapura (1:30), e
homogeneizadas. As medidas foram realizadas na temperatura de 25°C, a um angulo
de espalhamento de luz em 90° e potencial zeta em 15°. Os testes foram realizados
em triplicata de andlise.

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo de ghrl dos lipossomas, a
suspensao lipossomal foi centrifugada 15.000 rpm através de tubos de centrifuga
(Sorvall ST 16 - Thermo Scientific) durante 30 min a 5°C. Adicionalmente, uma solugéo
PBS pH 5,9 contendo ghrl foi centrifugada para confirmar a ndo sedimentacao da ghrl
livre.

A quantidade foi determinada pelo método de Bradford (1976). A interacdo
entre o reagente de Bradford e a proteina, estabiliza a forma aniénica do corante,
causando uma visivel mudanca de coloracéo inicialmente castanha para tons de azul,
de acordo com a concentragao da proteina. O sobrenadante que continha ghrl livre foi
separado e lipossomas sedimentados. Os quais foram dissolvidos em reagentes de
Bradford. ApOs a solubilizagdo dos lipossomas no reagente a ghrl que estava

encapsulada foi liberada e quantificada.
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A eficiéncia de encapsulacdo (EE) de ghrl nos lipossomas foi calculada

utilizando a seguinte equacao (1):

EE (%) = (Quantidade de farmaco presente nos lipossomas/

guantidade total de farmaco na formulacéo) x 100 (2)

A construcdo da curva analitica para proteinas foi realizada entre as
concentracoes de 0,8-80pg/mL. As amostras foram analisadas por espectroscopia UV

- visivel utilizando o comprimento de onda de 595nm.

4.2.5 Analise de resposta para otimizacéo

Graficos de superficie de resposta tridimensional foram obtidos usando o
software para ilustrar o efeito de fatores selecionados (varidveis independentes) nas
respostas (variaveis dependentes).

As equacdes para cada variavel independente foram geradas usando 0s
valores de seus coeficientes. A equacgdo (2) tem como forma geral a seguinte

estrutura:

CQA = a + b*[ghrl] + ¢ *[ch] + d*tempo + e*postf (2)

Onde, CQA = atributo critico da qualidade; a = constante caracteristica de cada CQA; b =
coeficientes da concentracdo de ghrl; ¢ = coeficiente da concentracdo de quitosana; d = coeficiente do
tempo de revestimento; e = coeficiente do processamento de pos formacgao; [ghrl] = concentragdo de
ghrl; [ch] = concentragdo de quitosana; tempo = tempo de revestimento; postf = processamento de pds

formacéao.

As equacgbes polinomiais geradas por software podem prever o efeito de
fatores individuais (variaveis independentes), bem como combinacdes de fatores nas
respostas (variaveis dependentes). A equacdo em termos de fatores codificados pode
ser usada para fazer previsdes sobre a resposta para determinados niveis de cada
fator. A equacdo codificada € util para identificar o impacto relativo dos fatores,
comparando os coeficientes dos fatores.

A Analise de Variancia (ANOVA) foi aplicada as respostas obtidas.
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4.2.6 Selecdo da formulacdo otimizada

As restricoes estabelecendo os objetivos de tamanho (minimo), IPD (minimo),
potencial zeta (maximo) e EE (méaximo) foram aplicadas nas variaveis dependentes e
a formulacgéo otimizada com o maior fator de desejabilidade estatistica foi selecionada

pelo software por técnica numérica.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Producéo de lipossomas

Os lipossomas foram sintetizados pela técnica de hidrata¢éo por pelicula fina
ou 0 método de Bangham (1978). Uma das técnicas mais amplamente utilizadas para
a producéo de lipossomas. Neste método o farmaco a ser carreado pode ser incluido
no meio aquoso (para farmacos hidrofilicos) ou no filme lipidico (para farmacos
lipofilicos). Porém, esse método produz vesiculas multimalelares grandes (diametro
varia de 200 a 1000 nm) e ndo homogéneas (BOZZUTO; MOLINARI, 2015). Para
garantir as propriedades desejadas de tamanho, uniformidade de tamanho e
lamelaridade foi necessario realizar processamentos apos a formacéo das vesiculas

lipossomais.

4.3.2 Qualidade Baseada em Projeto: otimizagao da formulagao

A implementacdo do conceito QbD envolve elementos e ferramentas. Os
elementos da QbD buscam direcionar os objetivos do processo. As ferramentas do
QbD visam monitorar da qualidade por meio do controle sisteméatico das variaveis
envolvidas no processo (BEZERRA; RODRIGUES, 2017; ICH, 2009)

O primeiro elemento o QTPP é representado pelo conjunto de atributos do
produto relacionados as caracteristicas necessarias para atingir os objetivos
terapéuticos (BEZERRA; RODRIGUES, 2017). Assim, foram identificados os QTPP,

definidos os alvos e as justificativas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Perfil do Produto Alvo da Qualidade (QTPP) do produto lipossémico carreador de

grelina.
PARAMETRO ALVO JUSTIFICATIVA
QTPP
Efeito Alcancar o tecido  Transporte direto ou axonal do farmaco

terapéutico

cerebral

(no caso deste
farmaco modelo,
o alvo potencial é
o0 tratamento da
caquexia)

pela via naso-cerebral, em vez da rota
através da barreira hematoencefélica
(CROWE et al., 2017)

Viade
administracao

Via intranasal

A via nasal oferece acesso dire}o ao
sistema nervoso central. (ERDO et al.,
2018)

Forma de
dosagem

Suspensao
liquida

O uso da forma liquida da formulagéo
lipossdmica oferece um método
confortavel para a administra¢do do
medicamento na cavidade nasal. (ILLUM,
2003)

Atributos
fisicos

Tamanho das
particulas

~100nm

A faixa ideal de tamanho de particula para
administragcdo nasal se o alvo for
especificamente a via naso-cerebral € de
70-400 nm (PALLAGI et al., 2019;
SONVICO et al., 2018)

indice de
polidispersao

<0,3

Em aplicagbes de administracdo de nano
lipossomas, um IPD de 0,3 e abaixo é
considerado aceitavel e indica uma
populagdo homogénea de vesiculas de
fosfolipidios. (DANAEI et al., 2018)

Potencial zeta

> (+)20mV

Nano carreadores catiénicos séo veiculos
mais eficientes para a entrega de
medicamentos ao cérebro devido as
interacBes eletrostéaticas.(VIEIRA,;
GAMARRA, 2016)

A quitosana é o polimero catidnico
dominante usado para interagir
eletrostaticamente com as cargas
negativas do muco. (CHATURVEDI;
KUMAR; PATHAK, 2011)

pH

4,5-6,5

O pH 6timo da preparacao se ajusta ao
pH normal do ambiente nasal. O valor de
pH adequado garante conforto durante a
aplicacdo e determina a qualidade e a
eficacia in vivo do produto. (KUMAR,;
PANDEY; JAIN, 2016)

Estabilidade

60 dias

A estabilidade de tamanho dos
lipossomas, uniformidade e carga de
superficie preparados esta ligada a
eficacia e qualidade da preparacéo.

Fonte: elaboracéo prépria.
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Na etapa seguinte, de acordo com o desenvolvimento da formulacdo segundo
a abordagem QbD, os CQAs foram identificados.

Os CQA séo propriedade ou caracteristica que deve estar dentro de um limite,
faixa ou distribuicdo apropriada para garantir a qualidade desejada do produto (ICH,
2009). Os CQA determinam o QTPP e, portanto, estdo intimamente relacionadas com
o desempenho clinico do produto (YU; WOODCOCK, 2015).

No presente estudo, o tamanho lipossomal (Y1), indice de polidispersao (Y2),
potencial zeta (Y3) e eficiéncia de encapsulacao (Y4) foram identificados como CQAs
do produto final. Os objetivos para cada CQA analisados, visando garantir a qualidade
do produto.

E relevante observar que se fossem considerados todos os CQAs de um
processo, estes seriam um obstaculo a fase experimental da investigacdo devido ao
grande namero de experimentos para comprovar a relacao entre eles e as varaveis
do processo. Assim a ferramenta de avaliacdo de risco foi utilizada para priorizar 0s
CQA mais relevantes no desenvolvimento do produto lipossomal, com base nas
caracteristicas definidas no QTPP dos lipossomas.

Os CMAs e os CPPs estdo descriminados no diagrama de causa e efeito
(Ishikawa), esse diagrama também foi utilizado para a avaliacdo de risco,

selecionando assim os CQAs mais influentes (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama de Ishikawa com os Atributos Criticos do Material (CMA) e Parametros
Criticos do Processo (CPP) identificados e analise de riscos na producao de lipossomas
carreadores de peptideos.

MATERIAIS REIDRATACAO REVESTIMENTO

grelina oy
3 tempo de mistura pH solucdo acida
LS100 : )
temperatura tempo de dispersao

£ nimero de
numero de extrusdes
homogeneizacoes

poro da membrana

temperatura

EXTRUSAO HOMOGEINIZACAO

IPD: indice de polidisperséo; EE: eficiéncia de encapsulacéo; LS100: fosfatidilcolina de soja
Fonte: elaboracéo prépria.

Os CMA, representado pelas matérias-primas, sdo uma fonte de variagdo no
processo de fabricacdo. Outras variaveis sdo os parametros do processo, quando um
parametro tem papel significativo na qualidade do produto fabricado, este é
identificado pela abordagem QbD como um CPP. (ICH, 2009).

As varidveis CQAs sado dependentes das CMAs e CPPs. Definimos essa
dependéncia como fungéo, nesse caso, as CQAs estdo em funcdo das CMAs e CPPs.

Apés a andlise de risco utilizando o diagrama e estudos preliminares, dois
CMAs foram identificados: concentracdo de grelina ([ghrl] - X1), concentracdo de
quitosana ([ch] - X2), e dois CPPs: tempo de revestimento (X3) e método de pos
processamento (Xa).

Para analise de risco, os CMAs e CPPs selecionados, foram classificados em
uma estimativa de trés graus de interdependéncia: alta, média ou baixa, a fim de afetar
0s CQAs (Tabela 2).
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Tabela 2 - Analise de risco relacionado aos Atributos Criticos do Material (CMA) e Parametros
Criticos do Processo (CPP) com impacto estimado nos Atributos Criticos de Qualidade (CQA).

Impacto Relativo nos CQAs Faixa adequada
Variaveis tamanho  IPD Potencial EE
zeta
CMAs
Concentracdo de grelina = oia media baixa m 70-140
(ug.mL™)
Concentracdo de alta [ baixa 0,1-0,5
quitosana (% m/m)
CPPs

Tempo de revestimento media | baixa baixa 924
(horas)

N . . Homogeneizagé&o ou
Pds processamento alta alta baixa baixa 9 ac
extrusao
IPD: indice de polidisperséo; EE: eficiéncia de encapsulagéo.
Fonte: elaboracdo prépria.

O DoE é uma parte integrante da abordagem do QbD, que envolve o uso do
software para gerar tabelas de dados estruturadas. O software permite obter uma
interpretacdo grafica dos resultados e efeitos de cada parametro nos CQAs da
formulacao.

Utilizando as variaveis selecionadas na analise de risco a matriz de desenho
experimental € apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Variaveis independentes e dependentes do Delineamento experimental (Design of
Experiments — DoE) avaliadas para o desenvolvimento de lipossomas.

) o Nivel usado
Variaveis independentes , ,
Baixo (-1) Médio (0) Alto (+1)
Xi1= concentracdo de grelina (ug.mL™?) 70 105 140
X2=concentracdo de quitosana (% m/m) 0,1 0,3 0,5
X3=tempo de revestimento (horas) 2 8 24
Nivel 1 Nivel 2
Xa= pbs processamento Homogeneizagéo Extrusao
Variaveis dependentes (CQAS) Objetivo
Y1=tamanho lipossomal (nm) Minimo
Y2= indice de polidisperséo Minimo
Y3= potencial zeta (mV) Maximo
Y4= eficiéncia de encapsulamento (%) Maximo

Fonte: Elaboracéo prépria.
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As 24 formulacbes foram preparadas, analisadas e os valores obtidos das

variaveis dependentes para cada execucao (Tabela 4).

Tabela 4 — Delineamento experimental (Design of Experiments — DoE) e dados da Anélise de

Resposta.
Corrida [ghrl] [ch] Tempo Posf Tamanho IPD Zeta EE

(ng.mL?) (% m/m) (horas) (nm) (mv) (%)
1 70 0,5 2 homo. 170,72 0,294 42,7 52,8
2 105 0,5 8 homo. 181,54 0,277 48,3 52,5
3 70 0,1 2 homo. 70,25 0,272 10,88 53,7
4 140 0,3 24 homo. 91,87 0,263 51,3 41,7
5 140 0,1 8 extrusdo 181,4 0,147 7,64 41,9
6 105 0,5 2 extrusdo 284,76 0,164 48,3 51,9
7 70 0,3 2 extrusdo 135,97 0,157 39,9 53,4
8 105 0,3 8 extrusdo 145,76 0,18 47,7 52,3
9 105 0,5 24 extrusdo 294,34 0,152 56,4 51,5
10 70 0,1 24 extrusdo 160,45 0,173 33,7 53,5
11 105 0,1 2 homo. 74,57 0,286 7,2 51,9
12 140 0,5 8 extrusdo 299,7 0,186 42,4 41,6
13 70 0,1 8 extrusdo 157,34 0,194 8,77 53,9
14 105 0,1 8 homo. 84,24 0,289 9,63 51,4
15 105 0,5 8 homo. 212,14 0,274 44,6 51,8
16 140 0,3 24 homo. 92,77 0,289 50,4 41,8
17 105 0,1 8 homo. 83,82 0,266 7,9 51,9
18 105 0,3 8 extrusdo 173,34 0,15 36,3 51,7
19 70 0,3 24 homo. 93,9 0,298 52,8 52,4
20 140 0,3 2 homo. 79,76 0,297 40,9 40,9
21 105 0,3 8 extrusdo 170,29 0,13 35,6 52
22 140 0,3 2 extrusdo 179,55 0,143 41,5 41,7
23 70 0,1 2 extrusao 146,79 0,137 8,77 53,7
24 70 0,5 8 extrusdo 294,33 0,158 43,3 53,8

[ghrl]: concentragao de grelina; [ch]: concentracdo de quitosana; posf: processamento de pés
formagdo; IPD: indice de polidisperséo; Zeta: potencial zeta; EE: eficiéncia de encapsulagao;
homo.: homogeneizacao.

Fonte: Elaboracéo prépria.

4.3.3 Analise de resposta para otimizacéo

Ao ajustar os dados de resposta resultantes para varios modelos (linear,
interacdo de dois fatores, quadratico e cubico) verificou-se que as respostas para
tamanho, potencial zeta e EE foram melhor explicadas pelo modelo quadratico,
enquanto o IPD foi melhor explicado pelo modelo linear. Na tabela 5 sdo apresentados
0S resumos das respostas, com valores maximos e minimos, media e desvio padrao

e modelo selecionado.
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Tabela 5 - Resumos das respostas, com valores maximos e minimos, média e desvio

padrédo, além do modelo estatisticos selecionado.

Resposta Minimo Maximo Média Desvio padrao Modelo
Tamanho (nm) 70,25 299,7 160,82 +73,25 Quadratico
IPD 0,13 0,298 0,216 +0,065 Linear
Potencial zeta (mV) 7,2 56,4 34,04 117,46 Quadratico
EE (%) 40,9 53,9 49,82 14,91 Quadratico

IPD: indice de polidisperséo; EE: eficiéncia de encapsulagéo.
Fonte: elaboracéo proépria.
Tamanho
O tamanho de qualquer nanoparticula € um parametro crucial, pois tem grandes
impactos no desempenho, na capacidade de direcionamento e no destino do farmaco
no organismo (BOZZUTO; MOLINARI, 2015). Além disso, no nosso estudo, o
revestimento dos lipossomas também foi feito, aumentando o tamanho dos
lipossomas inicialmente formado (BANG et al., 2011).
Os 4 fatores estudados (concentracao de grelina, concentragéo de quitosana,
tempo de revestimento e método de pds processamento), tiveram impacto no tamanho

lipossomal (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito dos Atributos Criticos do Material (CMA) e Parametros Criticos do

Processo (CPP) no tamanho dos lipossomas.
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Fonte: Elaboracéo prépria.

A equacdo em termos de fatores codificados foi usada para fazer previsdes

sobre a resposta de cada fator.
A equacao (3) representa o efeito dos CMAS/CPPs no tamanho dos

lipossomas:

Tamanho = 123,196 + 9,76769*[ghrl] + 59,9395*ch] + 8,26868*empo +

43,6249*postf + 61,4275*[ch]?

3)

Onde, os CMAs/CPP sdo: [ghrl]] = concentracao de ghrl; [ch] = concentracdo de quitosana;

tempo = tempo de revestimento; postf = processamento de pds formacao.
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Os coeficientes dos CMAs/CPPs demostram o quanto aquele CMA ou CPP
influencia no tamanho lipossomal.

A equacédo codificada € util para identificar o impacto relativo de cada fator,
comparando os coeficientes dos fatores. O maior valor do coeficiente de concentragao
de quitosana (+ 59,9395) indica que essa € a variavel que mais influéncia no tamanho
dos lipossomas, seguida pelo processamento de pds formacéo, com coeficiente de +
43,6249.

Os termos lineares dos CQAs tém um efeito positivo no tamanho. Assim,
tamanho dos lipossomas aumenta com o aumento do tempo de revestimento e das
concentracfes de quitosana e grelina e, comparando os hiveis da variavel categorica,
a extrusdo (nivel 2) resulta em lipossomas maiores do que a homogeneizacgéo (nivel
1).

No estudo de Salade e seus colaboradores (2017), foi realizado o revestimento
dos lipossomas carreadores de ghrl com 1 % (m/m) de quitosana. Esse estudo
mostrou um aumento (21,6%) na média dos tamanhos em comparacdo com 0s
lipossomas sem revestimento, reforcando a influéncia dessa variavel no tamanho
lipossomal.

As interacdes entre a ghrl e os lipossomas foram evidentes a partir das
alteracdes no tamanho observadas na adicdo da grelina, como também obeservado
em outros estudos (MOELLER et al., 2010; SALADE et al., 2017).

O tamanho, para homogeneizacéo, variou de 70,25 a 212,14nm, com média
112,33+48,77nm. Enquanto para extrusao variou de 135,97 a 299,70 nm, com média
201,85+64,87. Como o0 objetivo foi obter o minimo valor de tamanho a variavel
categorica de homogeneizacao € mais efetiva em reduzir o tamanho dos lipossomas.

Os processamentos de pés formagdo sdo cruciais para obtencdo dos
lipossomas com tamanho desejado. Mesmo nas condi¢ces minimas de presséo, a
homogeneizagdo causa uma variagdo importante do tamanho dos lipossomas
(BARNADAS-RODRIGUEZ; SABES, 2001).

O controle de volume, da pressédo e do o numero de ciclos na producéao de
lipossomas com um homogeneizador de alta pressédo tornam o processo controlavel
e torna este método ideal para grandes escalas de producdo (BARNADAS-
RODRIGUEZ; SABES, 2001).

A resposta de superficie € apresentada no grafico 3D (Figura 10), apresentando

o efeito da concentracéo de quitosana e grelina no tamanho dos lipossomas.
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Figura 10 - Efeito de combinac¢des de dois fatores (concentracdo de quitosanae

grelina) no tamanho dos lipossomas (gréaficos 3D).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

indice de polidispersio
O PDI é uma representacdo da distribuicdo das populacdes de tamanho em

uma determinada amostra.
Em aplicacbes de administragcdo de farmacos usando transportadores

baseados em lipidios, como formula¢@es de lipossomas e nanolipossomas, uma PDI
de 0,3 ou abaixo é considerada aceitavel e indica uma populacdo homogénea de

vesiculas de fosfolipidios (DANAEI et al., 2018).
O “Guidance for Industry” do FDA sobre medicamentos lipossémicos (FDA,

2018) enfatiza a importancia do tamanho e distribuicdo do tamanho como CQAs, bem
como componentes essenciais dos estudos de estabilidade desses produtos.
A variavel que teve influéncia no IPD foi o processamento de pés formacao

(Figura 11).
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Figura 11 - Efeito dos Atributos Criticos do Material (CMA) e Parametros Criticos do

Processo (CPP) no indice de polidisperséo dos lipossomas.
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Fonte: Elaboracéo prépria.
A equacgéo (4) representa o efeito do CPP no IPD dos lipossomas:
PDI = 0,22079 - 0,0614825*postf 4)

Onde, o CPP é: postf = processamento de pds formagéo.

O coeficiente do CPP demostra quatitativamente o quanto esse CPP influencia

no IPD.
O processamento de pos formacgdo foi a Unica variavel estudada que teve

influéncia no IPD.
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O valor negativo do coeficiente de postf na equacdo acima sugerem que
comparando os niveis da variavel categorica, a extrusdo (nivel 2) resulta em IPD
menor do que a homogeneizacgéao (nivel 1).

A extrusdo apesar de obter uma média maior no tamanho dos lipossomas,
obteve lipossomas com distribuicdo de tamanho mais uniformes (Figura 12). O IPD
meédio, para extrusdo, variou de 0,130 a 0,194, com média 0,159+0,019. Enquanto
para homogeneizacao variou de 0,263 a 0,298, com média 0,282+0,012.

As amostras extrudadas apresentaram mais uniformidade em relagcdo ao
tamanho das particulas, mas as amostras tratadas com homogeneizador obtiveram
uma distribuicdo de tamanho dentro dos limites aceitaveis (menor que 0,3).

O pos processamento de extrusdo é eficiente para preparar lipossomas com
distribuicdo de tamanho bastante estreita, por sem um método de passagem
sequencial através de membrana com de tamanho de poros definido (HINNA et al.,
2016).

Figura 12 - Efeito do processamento de pds formacédo no indice de polidispersédo dos

lipossomas.
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0,25
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A: Concentragdo de ghrl

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Potencial zeta

Os valores de potencial zeta fornecem informacdes sobre o carater e a
funcionalidade da superficie e tém grande significado no campo de lipossomas e
nanomateriais. (SMITH et al., 2017)

O aumento do potencial zeta foi atribuido aos grupos catiénicos adsorvidos a
superficie lipossémica. Como a quitosana carregava uma carga positiva alta, a
adsorcdo de quitosana nos lipossomas aumentou a densidade da carga positiva e
levou a um valor potencial zeta positivo.

O potencial zeta indica a estabilidade dos sistemas: & medida que o potencial
aumenta, a repulsdo entre as particulas € maior, levando a dispersdes coloidais mais
estaveis. Se todas as particulas na suspensado tiverem um grande potencial zeta
negativo ou positivo, elas se repelirdo, e ndo havera tendéncia para as particulas se
agregarem (HASAN et al., 2016)

O potencial zeta do lipossoma sem revestimento de quitosana era negativo de
-29,90+£7,76 mV e potencial zeta do lipossoma revestido foi para 50,3 +1,46 mV
positivo.

Os 4 fatores estudados (concentracao de grelina, concentragéo de quitosana,
tempo de revestimento e método de pds processamento), tiveram impacto no

potencial zeta (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito dos Atributos Criticos do Material (CMA) e Parametros Criticos do Processo

(CPP) no potencial zeta dos lipossomas.
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Fonte: Elaboracéo prépria.

A equacao (5) representa o efeito dos CMAs/CPPs no potencial zeta dos

lipossomas:

Potencial zeta = 36,334 + 1,4574*[ghrl] + 18,3276*[ch] + 7,62214*tempo
+ 1,24225*postf + -4,82753*[ghrl]*tempo - 3,60853*[ghlr]*postf
- 8,90764*[ch]? + 7,3319*tempo? (5)

Onde, os CMAs/CPP séo: [ghrl] = concentracdo de ghrl; [ch] = concentracdo de quitosana;

tempo = tempo de revestimento; postf = processamento de pés formagédo; [ghrl]*tempo = interagdo
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entre concentracdo de ghrl e o tempo de revestimento; [ghlr]*postf = interacdo entre concentracao de

ghrl e o processamento de pds formagao.

Os coeficientes dos CMAs/CPPs demostram o quanto aquele CMA ou CPP
influencia no tamanho lipossomal. As interacdes entre os fatores também sao
demonstradas na equacdo, apresentando os coeficientes das interacbes dos
CMAs/CPPs.

O valor do coeficiente de concentragcdo de quitosana (+ 18,3276) indica que
essa € a variavel que mais influéncia no potencial zeta dos lipossomas, seguida pelo
tempo de revestimento, com coeficiente de + 7,62214.

A carga de superficie € de grande importancia para prolongar o tempo de
permanéncia e a estabilidade da ghrl na cavidade nasal (SALADE et al., 2018). Por
possuir caracteristica catibnica, a quitosana interage eletrostaticamente com estas
cargas anidnicas na superficie da mucosa, diminuindo a limitacdo da depuracao
mucociliar nasal (KOCKISCH et al., 2003).

A influéncia da concentracdo de ghrl é um fator envolvido em multiplas
interacOes, associando suas influencias com o tempo de revestimento e com o
processamento de pés formacao.

A ghrl também apresenta caracteristicas catidnicas, que envolvem na mudanca
do potencial zeta dos lipossomas apdés a adi¢do de ghrl.

Os lipossomas, mesmo carreados com ghrl, ainda possuem a carga resultante
anibnica o que possibilita o revestimento com a quitosana, gracas a atracdo
eletrostatica. Essas caracteristicas também foram observadas no estudo de Salade e
seus colaboradores (2017).

A resposta de superficie é apresentada no grafico 3D (Figura 14), apresentando
o efeito da concentracdo de quitosana do tempo de revestimento no potencial zeta

dos lipossomas.
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Figura 14 - Efeito de combinacdes de dois fatores (concentragdo de quitosana e tempo de

revestimento) no potencial zeta dos lipossomas (graficos 3D)
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Fonte: Elaboracé&o propria.

Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo € um CQA muito importante tendo em vista que
quando o EE é aumentado, menos os peptideos sdo potencialmente expostos a
degradacdo enzimatica nasal.

A variavel que teve influéncia na eficiéncia de encapsulacéo foi a concentracao
de ghrl (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito dos Atributos Criticos do Material (CMA) e Parametros Criticos do Processo

(CPP) na eficiéncia de encapsulamento da grelina nos lipossomas.
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Fonte: Elaboracgao prépria.

A equacao (6) representa o efeito do CMA na eficiéncia da encapsulacéo:

EE = 51,89 -5,9%[ghlr] - 4,39*[ghlr]2 (6)

Onde, o CMA é: [ghrl] = concentragédo de ghrl.
O coeficiente do CMA demostra quantitativamente o quanto esse CMA

influencia na EE.
A concentracao de ghrl foi a Unica variavel estudada que teve influéncia na EE.
Os valores dos coeficientes de concentragdo de ghrl na equagdo acima

sugerem que a concentracdo de ghrl tem um efeito negativo na eficiéncia de
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encapsulacdo. A eficiéncia de encapsulacdo diminui com a maior concentracao de
ghrl.

A EE variou de 40,9 a 53,9%, com média 49,82+4,91%. O resultado foi similar
aos melhores resultados obtidos por outro estudo, onde a EE vérios de 9,8+3,7 a
56,1+7,8 % (SALADE et al., 2017).

A resposta de superficie é apresentada no grafico 3D (Figura 16), apresentando
o efeito da concentrag&o de ghrl na eficiéncia de encapsulagéo.

Figura 16 - Efeito da concentracéo de grelina e quitosana na eficiéncia de encapsulacéo

nos lipossomas (graficos 3D).
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Fonte: Elaboracéo propria.

4.3.4 Selecao da formulacéo otimizada

O software sugeriu 24 solucdes, das quais a que apresentou o maior fator de
desejabilidade estatistica foi selecionada.

A formulacédo selecionada sugeriu 70pug/mL de concentracao de grelina, 0,3%
(m/m) de quitosana, tempo de revestimento de 24 horas e processamento de pés
formacéao por homogeneizagéo.
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O tamanho previsto da formulacdo optimizada foi de 78,07 nm, o IPD foi de
0,282, o potencial zeta foi de 49,81mV e a eficiéncia de encapsulacéo foi de 53,40%
(Figura 17).

Figura 17 — Formulac&o obtida por homogeneizacdo que apresentou o maior

desejabilidade estatistica, estabelecendo os critérios alvo de tamanho (minimo),indice de

polidispersdo (minimo), potencial zeta (maximo) e eficiéncia de encapsulagdo (maximo).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

Foram produzidos lipossomas, segundo 0s parametros previstos pela
otimizacdo numérica e as respostas reais obtidas foram: 72,25+1,46nm, IPD de
0,300+0,027, potencial zeta de 50,3+1,46 e EE de 53,2%. Essa formulagdo foi
denominada: Lnhomo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Respostas previstas pela otimizagdo numérica e respostas reais dos lipossomas
produzidos por homogeneizagao de alta pressédo segundo os pardmetros otimizados.

Lhomo Previsto Real
Tamanho (nm) 78,07 nm 72,25+1,46nm
IPD (mV) 0,282 0,300+0,02
Zeta 49,80 mV 50,3+1,46 mV
EE (%) 53,4% 53,2+0,8%

Fonte: Elaboracgéo prépria.

Para comparacao, foi identificada através de otimizacdo numérica os melhores
resultados para lipossomas extrudados, que foram: 70ug/mL de concentracdo de
grelina, 0,3% de concentracdo de quitosana, tempo de revestimento de 24 horas.

O tamanho previsto da formulacéo optimizada foi de 165,32nm, o IPD foi de
0,159, o potencial zeta foi de 59,5mV e a eficiéncia de encapsulagéao foi de 52,9%
(Figura 18).
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Figura 18 - Formulacéo obtida por extruséo que apresentou o maior desejabilidade estatistica,
estabelecendo os critérios alvo de tamanho (minimo),indice de polidispersdo (minimo),
potencial zeta (maximo) e eficiéncia de encapsula¢cdo (maximo).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

Foram produzidos lipossomas segundo o0s parametros previstos pela
otimizacdo numérica e as respostas reais obtidas foram: 152,43+0,24nm, IPD de
0,159+0,018, potencial zeta de 60,81+6,61 e EE de 53,6%. Essa formulagédo foi
denominada: Lextu (Tabela 7).
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Tabela 7 - Respostas previstas pela otimizagdo numérica e respostas reais dos lipossomas
produzidos por extrusdo segundo os pardmetros otimizados.

Lextru Previsto Real
Tamanho (nm) 165,3 nm 152,43+0,24nm
IPD 0,159 0,159+0,018
Zeta (mV) 59,50 mV 60,81+6,61 mV
EE (%) 53,4% 53,6+0,7%

Fonte: Elaboracéo propria.
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4.4 Conclusao

Neste estudo, a abordagem baseada em QbD foi adaptada com sucesso ha
fase inicial de desenvolvimento de uma formulacédo lipossémica carreadora de ghrl.
Os lipossomas foram projetados visando a liberacéo naso-cerebral. As caracteristicas
relacionadas a ghlr sugerem que a mesma pode ser capaz de atingir o tecido cerebral
pela via de administracéo nasal. Estudos futuros in vitro e in vivo Ssdo necessarios para
confirmar essa liberacdo, porém as formulagdes lipossomais foram projetadas com as
caracteristicas necessarias para tal.

Os elementos do QTPP foram definidos e o método de hidratagdo do filme
lipidico foi selecionado para preparar os lipossomas desejados. Os CPPs / CMAs
relacionados ao processo, bem como os CQAs, foram determinados. Os CQAs do
projeto foram influenciados pelos elementos mais criticos dos CMAs e CPPs e
formaram o padrdo do projeto experimental, assim, a preparacao de lipossomas foi
focada nos parametros mais criticos. Para atingir os objetivos estabelecidos no inicio
do desenvolvimento do produto, todo processo de desenvolvimento foi realizado
baseado na qualidade esperada.

Foi possivel estabelecer os parametros do processo que influenciam no
tamanho de particula, distribuicdo do tamanho, na carga superficial e na EE. Assim,
dentre os fatores de formulacdo, concentracdo de quitosana foi a variavel que mais
influenciou no tamanho dos lipossomas, seguida pelo processamento de pdés
formacdo. A extrusao resultou em lipossomas maiores do que a homogeneizacao.
Porém as amostras tratadas com extrusdo apresentaram mais uniformidade em
relacdo ao tamanho das particulas. No entanto as amostras tratadas com
homogeneizador obtiveram uma distribuicdo de tamanho dentro dos limites aceitaveis
(menor que 0,3). A concentragdo de quitosana e o tempo de revestimento foram
identificados como parametros criticos para o0 potencial Zeta. Enquanto a
concentracéo de ghrl é o principal parametro que influencia a EE, a EE diminui com a
maior concentracao de ghrl.

Os resultados confirmaram que a abordagem QbD pode melhorar o processo
de formulacdo no desenvolvimento de lipossomas, levar a um processo eficaz de
preparacao do produto e ajudar na otimizacao e racionalizagdo do desenvolvimento

lipossémico.
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5 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES OTIMIZADAS SELECIONADAS
5.1 Introducéo

Os principais objetivos dos nanocarreadores sdo gerenciar o tamanho das
particulas, as propriedades da superficie e a liberagdo do medicamento, a fim de
cumprir objetivos especificos. Portanto, as caracterizacdes de nanocarreadores sao
muito criticas para controlar o comportamento desejado (JAIN; THAREJA, 2019).

Os lipossomas demonstram possuir propriedades adaptaveis em termos de
tamanho de particula, carga de bicamada, composicdo de bicamada e sua capacidade
de encapsulamento. Por isso, essas caracteristicas devem ser extensamente
exploradas.

O espalhamento dindmico de luz ( DLS ) é usado para medir o diametro médio
das particulas e a distribuicdo do didametro das particulas de tamanho nanométrico
dispersas em liquido (ASHIZAWA, 2019). Nesse estudo o DLS e a otimizacdo do
projeto (capitulo Il) foram utilizados para a triagem de formulacbes, medindo as
flutuagbes dependentes do tempo na intensidade da luz dispersa. A analise das
flutuacdes de intensidade torna possivel determinar a distribuicdo dos coeficientes de
difusdo dos lipossomas, que séo convertidos em uma distribuicdo de tamanho usando
teorias estabelecidas. O DLS € um método simples e rapido, mas fornece uma
propriedade de volume médio de lipossomas (BOZZUTO; MOLINARI, 2015). O
analisador de particulas também permite a medida de distribuicbes nos resultados
para amostras polidispersas.

A Crio-microscépia eletrénica de transmissdo (cryo-TEM) € um método
importante para caracterizar o tamanho e a forma dos lipossomas, pois pode visualizar
diretamente particulas Unicas e até sua arquitetura interna sem perturbar a estrutura
(BAXA, 2018). Por tanto, a técnicas de microscopia eletrdnica, como A cryo-TEM,
fornecem uma determinacdo precisa do tamanho do lipossoma. O resultado sé&o
informacgdes precisas sobre o perfil da populagéo de lipossomas na faixa de tamanho.
A cryo-TEM é importante pois as estruturas delicadas e dindmicas de lipossomas
requerem um ambiente aquoso para se formar e persistir, € ndo suportam as etapas
de secagem ou coloragcdo da microscopia eletrénica convencional (ALMGREN;
EDWARDS; KARLSSON, 2000).
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Outra caracteristica importante € a carga de superficie. A estabilidade fisica e
redispersibilidade da dispersdo de nanocarreadores, bem como o desempenho in vivo
depende da carga superficial. A determinacdo das cargas superficiais pode prever a
estabilidade de armazenamento a longo prazo. Geralmente, o potencial zeta superior
a + 30 mV estabiliza a disperséo dos nanocarreadores, bloqueando o contato entre as
particulas devido a repulsdo elétrica (SAUPE; GORDON; RADES, 2006). A
determinacdo do potencial zeta d4 uma ideia da carga liquida das nanoparticulas,
portanto, fornece um sinal de repulsdo elétrica ou atracdo entre as particulas,
conforme sua carga em uma suspensao liquida (JAIN; THAREJA, 2019).

No presente estudo, os lipossomas foram revestidos com quitosana, que tem
sido bem estudada no contexto da administragdo nasal por possuir propriedades
mucoadesivas (CASETTARI; ILLUM, 2014). A quitosana € o polimero catidnico
dominante usado para interagir eletrostaticamente com as cargas negativas do muco.
(CHATURVEDI; KUMAR; PATHAK, 2011). A quitosana foi utilizada como excipientes
mucoadesivos com objetivo de superar a limitacao da atividade mucociliar que renova
rapidamente 0 muco da mucosa nhasal tornando a meia-vida dos farmacos
administrados por essa via € muito curta (BUSTAMANTE-MARIN; OSTROWSKI,
2017). Assim, as propriedades mucoadesivas foram avaliadas por meio de um ensaio
de forca de mucoadesao, onde se analisa a interacao entre a forma farmacéutica e a
superficie da mucosa em temperatura corpérea.

A eficiéncia de encapsulagéo (EE) € outra varidvel importante. Quando o EE é
aumentada, menos ghrl é potencialmente exposta a degradacéo enzimatica (SALADE
et al., 2017). A EE depende principalmente das caracteristicas dos lipideos, método
de preparacdo usado e propriedades especificas do farmaco (JAIN; THAREJA, 2019).
A quantidade de medicamento encapsulado nos lipossomas € estimada apos a
remogdo do farmaco livre. A separacdo do farmaco livre foi realizada por
ultracentrifugacdo e a quantidade de ghrl foi estimada usando a técnica analitica de
espectroscopia UV.

O estudo da permeacéo transmucosa é geralmente realizado ex vivo usando
mucosa nasal de animais. Os modelos ex vivo sdo muito populares como modelos de
triagem de medicamentos, especialmente para avaliar a permeacdo do farmaco,
durante a fase inicial do desenvolvimento (ERDO et al., 2018).

Assim, ap0s 0s processos de caracterizacdo citados, as formulacdes

otimizadas poderao ser submetidas aos estudos in vivo.
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5.2 Procedimentos experimentais

5.2.1 Estudos de estabilidade

As formulacdes otimizadas selecionadas no capitulo Il foram analisadas quanto
as seguintes propriedades: o tamanho de particula, o IPD, o potencial zeta e EE em
funcdo do tempo (zero, 7, 15, 30 e 60 dias), armazenadas em refrigeracdo (5-8°C)

Os métodos utilizados nas analises de tamanho de particula, IPD e potencial
zeta foram determinados usando um analisador de particulas (ZetaPALS, modelo
NanoBrook 90PIusPALS, Brookhaven Instruments, Holtsville NY, E.U.A).
Resumidamente, as particulas foram diluidas em &gua ultrapura (1:30), e
homogeneizadas. As medidas sdo realizadas na temperatura de 25°C, a um angulo
de espalhamento de luz em 90° e potencial zeta em 15°. Os testes foram realizados
em triplicata de andlise.

A EE foi feita com determinagcdo por método de Bradford (1976) posterior a
ultracentrifugacéo.

As comparaces estatisticas entre as diferentes formulacdes foram realizadas
utilizando-se a ferramenta ANOVA com pés-teste de Tukey e intervalo de confianca
de 95% e significancia com p < 0,05

5.2.2 Crio-microscopia eletronica de transmissao

Para o congelamento em gelo amorfo, as amostras foram preparadas em
grades de carbono (Lacey Carbon Type A 300 mesh copper grids, Ted Pella Inc.,
Redding CA, E.U.A.), as quais foram previamente submetidas ao procedimento de
Glow Discharge em um equipamento easiGlow (PELCO -Redding CA, E.U.A.), com
0S seguintes parametros: corrente de 15 mA, carga negativa e 25 segundos de
descarga (Figura 19). Esse procedimento é realizado para aplicacdo de uma tenséo
na grade de carbono, visando a aderéncia da gota da amostra.

O congelamento em gelo amorfo (crio-preparacao) foi realizado utilizando um
equipamento robotizado Vitrobot Mark IV (FEI, Eindhoven, Holanda). Para preparagao
das amostras, 3 pL foram pingados nas grades carregadas negativamente deixando
assentar por 20 segundos com temperatura de 22 °C e umidade relativa 100%.
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As grades foram entédo secas (blotted) durante 2,5 segundos, com forca 5, e
espera de 20 segundos, com um unico blot e vitrificadas mergulhando rapidamente
em etano liquido a -145 °C. ApG6s imersdo em etano liquido, as grades foram mantidas
em nitrogénio liquido a -196 °C até ao momento da anéalise no microscopio eletrénico
de transmissdo e mantidas a -173 °C na camara do microscépio durante todo o

periodo da analise.

Figura 19 - Procedimento de preparacdo das amostras para as analises por crio-microscopia
eletrénica de transmisséao (cryo-TEM).

a: procedimento para aplicacdo de umatenséo na grade de carbono, b: equipamento
robotizado Vitrobot Mark IV (FEI, Eindhoven, Holanda), c: 3 uL da amostra foram pingados nas
grades, d e c: grades foram entéo secas (blotted) e f: amostra vitrificadas mergulhando em
etanol liquido a -145 °C
Fonte: elaboracgéo prépria.

As andlises de microscopia eletronica foram entdo realizadas em microscopio
eletrbnico de transmissdo (TEM-1400 PLUS, JEOL, Tokyo, Japéo), equipado com
filamento de hexaboreto de lantanio (LaB6), operando a 120kV; o microscépio estava
equipado com uma camera CCD da GATAN INC. (MultiScan 794, Pleasanton CA,
E.U.A.) (Figura 20) com uma resolucédo de 1k x 1k pixels para a aquisi¢édo digital de
imagens. Para analise dos resultados sera utilizado o software Digital Micrograph
(Gatan Inc., Pleasanton CA, E.U.A)).

As analises foram realizadas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia

(LNNano), uma instalagdo nacional aberta do Ministério da Ciéncia, Tecnologia,
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InovacBes e Comunicacdes (MCTIC) operada pelo Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM).

Figura 20 - Microscopio eletronico de transmissdo TEM-1400 PLUS, JEOL

Fonte: elaboracéo prépria.

5.2.3 Preparagédo da mucosa

A membrana modelo utilizada foi uma mucosa nasal suina. As cabecas dos
suinos foram doadas pelo abatedouro (Frigorifico Angelelli. Piracicaba- SP).

Para retirada da mucosa, foi seguido o procedimento descrito por Osth; Grasjo;
Bjork (2002). Resumidamente, o focinho foi separado do animal e aberto para expor
a concha (Figura 21). A mucosa que cobre a concha nasal ventral (mucosa da
cavidade) foi cuidadosamente removida das cartilagens utilizando pinc¢a e bisturi. A
mucosa da cavidade ventral do porco € mais adequada nesse tipo de experimento do
que a mucosa do septo do porco (WADELL; BJORK; CAMBER, 1999).
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As mucosas foram mantidas em solucdo de cloreto de sodio 0,9% (m/v) e
congelada. No dia do experimento, as mucosas foram descongeladas e mantidas

refrigeradas em gelo, mergulhadas em solugé&o salina.

Figura 214 - Esquema da secdo transversal do nariz de porco adulto (a) e fotografia da secéo
transversal do nariz de porco adulto (b).
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1: septo nasal; 2: conchas nasais ventrais; 3: areas de selegao
Fonte: adaptada de OSTH; GRSJO; BJORK, (2002) (a) e elaboracédo prépria(b).

5.2.4 Propriedade mucoadesiva

As propriedades mucoadesivas da formulacdo selecionada foram avaliadas
sobre a superficie de mucosa suina utilizando TAXTPlus Analisador de Textura
(Stable Micro Systems, UK). Uma representacdo esquematica do analisador de
textura e de uma curva tipica de mucoadesao é apresentada na Figura 22.

As mucosas foram fixadas com fita adesiva de dupla face e amarradas na
extremidade inferior da sonda analitica. Uma quantidade de 2 mL de amostra foi
transferida para o suporte de amostra e colocada em um béquer, onde foi mantida em
banho de agua com temperatura ajustada para 37 °C. A mucosa fixada na sonda foi

comprimida sobre as amostras, com uma forca de 0,1 N, direcionada no sentido apical
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— basal. O tempo de contato da mucosa com a amostra foi padronizado em 300 s,
estipulado para que ocorresse um contato entre a mucosa e a amostra. A sonda foi
removida da superficie da amostra com uma velocidade constante de 1,0 mm/s. A
forca necessaria para destacar a mucosa da superficie de cada formulacdo foi
determinada a partir de uma relacéo tempo x forca. As medicdes foram realizadas em

triplicata.

Figura 22 - Representacédo esquematica teste ex vivo de mucoadesao.
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Fonte: adaptado de ALVES; CHAUD (2016)

5.2.5 Estudo de permeacéo transmucosa

O estudo foi realizado em difuséo de células de Franz usando mucosas nasais
de suino (Figura 23).

O tecido foi utilizado para experiéncias e colocados entre os compartimentos
receptor e doador. Uma aliquota de 2 mL de lipossomas carreadores de ghrl foi
colocada no compartimento doador. Adicionalmente, uma solugéo PBS pH 5,9, como
branco, foi testada para confirmar a nao interferéncia de possiveis proteinas da
membrana na leitura do reagente de Bradford. O compartimento receptor é
encamisado para manter a circulagao e temperatura do fluido oriundo da bomba do

banho termostatizado.
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Figura 23 - Representacdo esquematica da difuséo vertical de células Franz.

compartimento doador %

mucosa nasal de suino —p

4——— compartimento receptor
fluido termostatizado =¥ 4—— barra de agitagao

Fonte: Permegear, Inc. <https://permegear.com/franz-cells/>

O mesmo volume de amostras que foi extraido do compartimento do receptor
em intervalos de tempo de 2 horas durante 12 horas, foi substituido por um novo meio
receptor tampdo PBS pH 5,9 a 37 + 0,5°C sob agitacdo continua. A determinacgéo
quantitativa da ghrl permeada por unidade de area (ug/cm?) foi analisada pelo método
de Bradford (1976).
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Estudo de estabilidade

As formulacdes selecionadas pela otimizacdo, foram analisadas em funcéao do
tempo (zero, 7, 15, 30 e 60 dias) quanto as propriedades de tamanho de particula,
IPD, potencial zeta e EE (tabela 8 e 9).

Tabela 8 - Estabilidade da amostra Lnhomo NOS tempos zero, 7,15, 30 e 60 dias.

Tamanho das

. IPD Potencial Zeta EE (%)
Tempo particulas (nm)
(mV)

0 72,311,464 0,300+0,027a 50,4+1,464 53,5+0,30c
7 dias 72,712,454 0,305+0,034a 50,7+1,43a 55,8+0,17a
15 dias 72,311,664 0,282+0,014a 49,941,334 54,6+0,26p
30 dias 72,311,124 0,303+0,082a 50,442,454 53,6+0,20c
60 dias 72,3+1,51a 0,256+0,009a 50,6+1,76a 53,4+0,17.

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes.

IPD: indice de polidisperséo; EE: eficiéncia de encapsulagéo.

Fonte: elaboracao prépria.

Tabela 9 - Estabilidade da amostra Lextru NOS tempos zero, 7,15, 30 e 60 dias.

Tamanho das

. IPD Potencial Zeta EE (%)
Tempo particulas (nm)
(mV)

0 152,4+0,204 0,159+0,0184 60,946,614 52,9+0,17p
7 dias 153,3+0,16a 0,183+0,023a 60,217,724 52,640,30a
15 dias 152,2+0,15a 0,161+0,083a 60,845,834 52,4+0,26c
30 dias 152,440,234 0,18340,0114 60,844,844 51,940,204
60 dias 150,4+0,29 0,17340,016a 50,946,39a 51,7+0,17ap

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes.

IPD: indice de polidisperséo; EE: eficiéncia de encapsulacao.
Fonte: elaboracéo propria.
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As analises dos resultados mostraram que esses parametros permaneceram
estaveis dentro dos desvios durante 60 dias. Nao se observou diferenca estatistica
entre o tempo inicial (t=0) e final (t=60 dias).

A EE variou estatisticamente durante o periodo de 60 dias, porem o tempo inicia
(t=0) e o tempo final (t=60 dias) ndo teve diferenca estatistica. A variacdo entre os
tempos pode sugerir que as formulacfes apresentam um periodo de acomodacéo do

farmaco no lipossoma.
5.3.2 Crio-microscopia eletrbnica de transmissao

O cryo-TEM é um método importante para caracterizar o tamanho e a forma
dos lipossomas, pois pode visualizar diretamente particulas Unicas e até sua
arquitetura interna sem perturbar a estrutura (BAXA, 2018).

A técnicas de microscopia eletrbnica, como cryo-TEM, fornecem uma
determinacdo precisa do tamanho do lipossoma. O resultado sdo informacfes
precisas sobre o perfil da populagéo de lipossomas.

Na Figura 24, é possivel observar, as formula¢des preliminares realizadas no
estudo. Tamanhos em torno de 150 nm confirma os resultados obtidos por DLS para

essa amostra.

Figura 24 - Micrografias obtidas por crio-microscopia eletrénica de transmissao (cryo-TEM)
dos lipossomas de formulacdes preliminares.

P 7

Fonte: Elaboragéo proépria.

Conforme o descrito por Zhang (2017), apds a adicdo e agitacdo do meio de
dispersdo, sdo formados lipossomas heterogéneos (Figura 25a) e apls o
processamento de poés formacdo, obtém-se lipossomas pequenos homogéneos
(Figura 25b). Os processamentos de pds formacdo séo cruciais para obtencdo dos
lipossomas com tamanho desejado (BARNADAS-RODRIGUEZ; SABES, 2001).
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Figura 25 - Micrografias obtidas por cryo-TEM dos lipossomas de formulacbes
preliminares.antes do processamento de pés formacéo (a) e depois do processamento de pos
formacéo (b).

"-F_;;

Fonte: Elaboracéo propria.

Mesmo apos o processamento de pds formacao, existe a ocorréncia de dupla
bicamada como visto nos lipossomas da Figura 26. No entanto, vimos através da cryo-
TEM que lipossomas unilamelares sédo predominantes. Os lipossomas multicamadas
sdo raros, mesmo obtendo essa micrografia onde esse tipo de lipossoma é

predominante eles ndo foram observados em outras regides.

Figura 26 - Micrografias obtidas por cryo-TEM dos lipossomas bilamelares de formulagdes
reliminares

Fonte: Elaboragéo proépria.

5.3.3 Propriedade mucoadesiva

Os resultados para forga maxima para separacéo (g), trabalho de adesao (W
g/s) e deformacéo para o pico (mm) para a formulacao Lhomo, Lhomo SEM revestimento,

Lextru € Lextru Sem revestimento sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Resultado do trabalho de mucoadesdo da mucosa suina sobre os lipossomas
(média + desvio padrao).
Forca maxima para Trabalho de adeséo Deformacéao para o

separacéo (g) (g.s™ pico (mm)
Lhomo 8,585 + 0,5752 290,244 + 23,4482 3,448 + 2,7442
Lhomo SEM 4,638 + 0,163b 181,956 + 18,938P 2,927 +1,7352
revestimento
Lextru 8,283 + 0,4722 268,173 + 14,8372 3,346 + 1,8372
Lextru S€M 4,823 + 0,263b 192,82 + 4,839P 2,872 + 1,6362
revestimento

As propriedades mucoadesivas das formulacdes com revestimento de
quitosana foram significantemente maiores do que as formula¢des sem revestimento,
nos parametros de forca maxima de separacao e de trabalho de adeséo.

Essas andlises confirmam o efeito do revestimento visto nas andlises de
potencial zeta. Onde, o potencial zeta do lipossoma sem revestimento de quitosana
era negativo de 29,90+£7,76 mV e potencial zeta do lipossoma revestido foi para 50,3
+1,46 mV positivo.

Devido a secrecao continua de muco nasal e atividade mucociliar, € de grande
importancia desenvolver uma formulacéo que prolongue o tempo de permanéncia e a
estabilidade do peptideo na cavidade nasal (SALADE et al., 2018). Isso pode ser
alcancado através das propriedades mucoadesivas da quitosana. As mucinas, que
sdo glicoproteinas presentes no muco nasal, sdo caracterizadas por uma carga
negativa global conferida pelas funcdes de acido sidlico e sulfato (LEAL; SMYTH,;
GHOSH, 2017). A quitosana, que possui caracteristica catidnica, interage
eletrostaticamente com estas cargas aniénicas na superficie da mucosa (KOCKISCH
et al., 2003).

5.3.4 Estudo de permeacéo transmucosa

Foram realizados estudos de liberacdo ex vivo para determinar se a ghrl
liberada pelos lipossomas pode entdo permear a mucosa nasal. A mucosa nasal suina
foi usada nesses estudos, pois demonstrou ser morfologicamente semelhante a
mucosa nasal humana (WADELL; BJORK; CAMBER, 1999). A permeabilidade da ghrl
livre na mucosa suina, como mostrado na Figura 27, foi mais lenta e com uma taxa

inferior que as formulagdes com lipossomas como carreadores.
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Figura 27 - Perfis de liberacdo da grelina, ex vivo, das formula¢cdes Lhomo, Lhomo SEM
revestimento, Lexiru, Lexiru S€M revestimento e ghrl livre.
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Legenda:
Fonte: Elaboracéo prépria

A formulagcBes com revestimento de quitosana apresentou maior e mais rapida
taxa de permeacdo do que as formulacdes sem revestimento. Mostrando que a
interagdo com a mucosa confirmada no estudo de mucoadeséo € relevante para
permeacao.

O impacto da quitosana na permeacgdo foi avaliado devido ao seu efeito
potencializador na permeacao de peptideos através das camadas da mucosa nasal,
como observado também em outros estudos (ILLUM; FARRAJ; DAVIS, 1994;
PREGO; TORRES; ALONSO, 2006; SALADE et al., 2017).
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5.4 Conclusao

Com o método de reidratacao do filme lipidico seguido de processamento de
p6s formacéo foi possivel formar a estrutura de interesse, como confirmado pela cryo-
TEM.

As andlises dos resultados de tamanho de particula, IPD, potencial zeta e EE
mostraram que esses parametros permaneceram estaveis durante 60 dias.

O potencial zeta superior a =+ 30 mV estabiliza a dispersao dos lipossomas,
blogueando a agregacdo das estruturas devido a repulsdo eletrostatica. O
revestimento com quitosana foi efetivo para obter um resultado satisfatorio de
potencial zeta e de mucoadesdo, em estudo ex vivo, com objetivo de superar a
limitac&o da atividade mucociliar.

A ghlr carreada por lipossomas apresentou um perfil de permeacdo mais
vantajoso do que a ghir livre. As formulagcdes com lipossomas como carreadores
melhoraram a permeacao através da mucosa nasal e também sdo importantes para
fornecer protecdo eficaz contra a degradacdo enzimatica, especialmente para
bioterapéuticos. O revestimento de quitosana também influenciou positivamente na

permeacado da ghrl através da mucosa suina no estudo ex vivo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do tratamento da caquexia baseada em ghrl pode oferecer
a oportunidade de atender as necessidades dos pacientes caquéticos, e a via naso-
cerebral pode ser uma via facil e eficaz de ades&o. No entanto, sdo necessarios
estudos adicionais para estabelecer critérios para o uso de ghrl carreado por
lipossomas pela via naso-cerebral no tratamento de caquexia

O uso de lipossomas esta se mostrando uma estratégia potencialmente boa
administracao de ativos pela via naso-cerebral.

A ghlr carreada por lipossomas, pode atingir os alvos cerebrais e desempenhas
efeitos pertinentes ao tratamento da caquexia. A ghrl também pode proteger os 6rgaos
criticos do estresse e da inflamacdo metabdlica envolvidos na patogénese da
caquexia, quando administradas por essa via.

Neste estudo, a abordagem baseada em QbD foi adaptada com sucesso na
otimizacao de uma formulacéo lipossémica carreadora de ghrl.

Foi possivel estabelecer os parametros do processo que influenciam no
tamanho de particula, distribuicdo do tamanho, na carga superficial e na EE. Assim,
dentre os fatores de formulacdo, concentracdo de quitosana foi a variavel que mais
influenciou no tamanho dos lipossomas, seguida pelo processamento de pos
formacdo. O tamanho, para homogeneizacdo, variou de 70,25 a 212,14nm, com
média 112,33+48,77nm. Enquanto para extrusao variou de 135,97 a 299,70 nm, com
média 201,85+64,87. As amostras tratadas com extrusdo apresentaram mais
uniformidade em relacdo ao tamanho das particulas. A concentracdo de quitosana e
o tempo de revestimento foram identificados como parametros criticos no potencial
zeta. Enquanto a concentracdo de ghrl € o principal parametro que influencia a EE, a
EE diminui quando a concentracédo de ghrl aumenta. Os resultados provaram que a
abordagem QbD pode melhorar o processo de formulagdo no desenvolvimento da
formulacéo, levar a um processo eficaz de preparagao dos lipossomas o e ajudar na
otimizacao e racionalizacdo do desenvolvimento.

Com o método de reidratacdo do filme lipidico seguido de processamento de
pos formacao foi possivel formar a estrutura de interesse, com confirmado pela cryo-
TEM. O revestimento com quitosana foi importante para obter um resultado

satisfatorio de potencial zeta, que garante a estabilidade da formulacdo; obter bons
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resultados de mucoadesao, em estudo ex vivo, e também influenciou positivamente
na permeacao da ghrl através da mucosa suina no estudo ex vivo.

As andlises dos resultados de tamanho de particula, IPD, potencial zeta e EE
mostraram que esses parametros permaneceram estaveis dentro dos desvios durante
60 dias.

Assim, esses processos realizados apresentaram um melhor entendimento do
produto e do processo de desenvolvimento. As formulagdes otimizadas selecionadas
podem ser extensamente exploradas, em desdobramentos futuros, em estudos in vitro
e in vivo, a fim de confirmar a transferéncia naso-cerebral para o tratamento da

caquexia.



