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RESUMO

Timomodulina (TMD) é um extrato purificado do timo de vitelo constituido por uma
mistura de polipeptideos obtida pela hidrdlise parcial acida da glandula. Possui agao
imunomoduladora, principalmente de estimulagdo das fungdes das células T, B e
NK, promovendo a melhora da resposta imunoldgica de pacientes em diversas
doengas como, cancer, AIDS e alergias, sendo considerada uma importante aliada
no combate as infecgbes. O tratamento com o TMD geralmente requer sua
administragdo na forma injetavel e por um tempo de uso prolongado acarretando em
baixa adesao do paciente ao tratamento, além de serem restritas as formas
farmacéuticas disponiveis como terapéutica medicamentosa. Assim sendo, sistemas
de liberacdo modificada podem ser desenvolvidos para criar vias de administracao
alternativas acompanhadas de redug¢ao no tempo de tratamento mantendo a eficacia
terapéutica. Diante disto, este trabalho objetiva desenvolver e avaliar microparticulas
poliméricas contendo TMD, empregando os polimeros hidroxipropilmetilcelulose e
poloxamero 188, pelo método spray-drying, nas concentragdes de 5, 10 e 20% de
farmaco, a fim de obter um sistema mucoadesivo que oportunize uma via de
administracdo alternativa a parenteral. As microparticulas poliméricas foram
caracterizadas por meio de estudos morfolégicos, espectroscopicos e térmicos. As
microparticulas poliméricas contendo TMD foram obtidas com éxito pelo método
escolhido e apresentaram formato esférico e/ou distorcido, de superficie lisa, rugosa
ou cdncava, de tamanho médio de particula de aproximadamente 10 um. O método
analitico eleito para a determinagcdo de TMD nas microparticulas foi seletivo e linear.
As formulagbes apresentaram eficiéncia de encapsulagao entre a 84,4 e 98,6%. A
difracdo de raios-X confirmou que o método de encapsulacado foi eficiente e o
farmaco encontra-se prioritariamente em dispersdo molecular na matriz das
microparticulas. Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier
asseguraram que o processo de microencapsulagdo nao resultou em ligagdes
quimicas entre o TMD e os polimeros. A analise térmica evidenciou a protecao que o
sistema polimérico conferiu ao extrato de polipeptideos, diminuindo
significativamente os eventos de degradacao térmica do farmaco. A liberagao in vitro
das microparticulas das formulagdes contendo 10 e 20% de TMD (MT10 e MT20),
em tampéao PBS pH 6,8, revelou um perfil de liberagéo lento, gradual e progressivo
com eficiéncias de dissolugdo semelhantes (7,75 e 7,79%) indicando uma liberagéo
prolongada do farmaco. Portanto, os resultados fornecem uma base experimental
para considerar as microparticulas contendo TMD preparadas por spray-drying como
uma estratégia viavel para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para a
liberacdo modificada do imunomodulador TMD para aplicagdo em terapias
bioldgicas.

Palavras-chave: Polipeptideos. Imunomodulador. Microparticulas. HPMC.
Poloxamero 188. Spray-drying. Sistema de liberagdo modificada. Terapias
bioldgicas. Sistema imunoldgico.



ABSTRACT

Thymomodulin (TMD) is a purified extract of the calf thymus consisting of a mixture of
polypeptides obtained by the partial acid hydrolysis of the gland. It has an
immunomodulatory action, mainly in stimulating the functions of T, B and NK cells,
promoting the improvement of the immune response of patients in various diseases,
cancer, AIDS and allergies, being considered an important ally in combating herbs.
Treatment with TMD generally requires its administration in an injectable form and for
a prolonged period of use, resulting in low patient compliance with treatment, in
addition to being restricted as pharmaceutical forms available as drug therapy.
Therefore, modified-release systems can be developed to create routes of
administration accompanied by a reduction in treatment time while maintaining
effective efficacy. In view of this, this work aims to develop and evaluate polymeric
microparticles containing TMD, using the hydroxypropylmethylcellulose polymers and
poloxamer 188, by spray-drying method, in the due amounts of 5, 10 and 20% of
drug, in order to obtain a mucoadhesive system that provides opportunities an
alternative route of administration to parenteral. The polymeric microparticles were
characterized by means of morphological, spectroscopic and thermal studies. The
polymeric microparticles containing TMD were successfully corrected by the chosen
method and spherical and / or distorted, with a smooth, rough or concave surface,
with an average particle size of approximately 10 ym. The analytical method chosen
for the determination of TMD in microparticles was selective and linear. As
encapsulation efficiency formulations between 84.4 and 98.6%. X-ray diffraction
confirms that the encapsulation method was efficient and the drug is primarily in
molecular dispersion in the microparticle matrix. Fourier transform infrared spectra
ensured that the microencapsulation process did not result in links between the TMD
and the polymers. A thermal analysis shows the protection that the polymeric system
gave to the polypeptide extract, reducing the events of thermal degradation of the
drug. The in vitro release of the microparticles of the two formulations with the
highest drug concentration (MT10 and MT20), at pH 6.8, revealed a slow, gradual
and progressive release profile with similar dissolution efficiencies (7.75 and 7.79%)
indicating a prolonged release of the drug. Therefore, the results provide an
experimental basis for considering microparticles containing TMD prepared by spray-
drying as a viable strategy for the development of new pharmaceutical forms for a
modified release of the TMD immunomodulator for application in biological therapies.

Keywords: Polypeptides. Immunomodulator. Microparticles. HPMC. Poloxamer 188.
Spray-drying. Modified release system. Biological therapies. Immune system.
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1 INTRODUGAO

Inimeras doengas podem estar relacionadas com o sistema imunoldgico
ineficiente, entre elas podem-se citar as infeccbes respiratorias e os canceres. De
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2021), entre as dez principais
causas de mortes no mundo para o ano de 2019 estdo, em 4° lugar as infec¢des
respiratorias do trato inferior, que permaneceram as doencgas transmissiveis mais
letais com 2,6 milhdes de mortes, e, em 6° lugar os canceres de pulméao, traqueia e
brénquios com 1,8 milhdes de mortes. Estas causas sdo apenas alguns exemplos
de doencas que tal desenvolvimento possui uma estreita relagdo com o sistema
imunoldgico deficiente (PARVEEN et al., 2013; ZHANG; CHEN, 2018).

Com a finalidade de regular o sistema imunolégico, as terapias biologicas
podem ser formas relevantes de tratamentos em saude, as quais se utilizam de
substancias naturais a fim de aumentar a defesa do organismo frente a diversas
patologias. Neste contexto, os imunomoduladores s&o um dos seguimentos de
terapias bioldgicas, cujas substancias ativas podem ser de origem natural ou
sintética, e sao classificados em estimulantes ou supressores do sistema
imunologico dependendo da agdo no organismo, também conhecidos como
modificadores de respostas biolégicas (SHAHBAZI; BOLHASSANI, 2016).

Os imunoestimulantes ativam diferentes elementos do sistema imunolégico e
por isso sao considerados imunomoduladores nao-especificos. Tém acéo,
principalmente, imunopreventiva pela estimulagdo da fagocitose e do sistema
complemento. Em individuos saudaveis sdo agentes profilaticos e
imunopotencializadores, e em individuos doentes sdo agentes imunoterapicos. Em
ambos os casos proporcionam melhora na resposta imune (HADDEN, 1993; KUMAR
et al., 2012; PARVEEN et al., 2013; SHAHBAZI; BOLHASSANI, 2016).

Muitos imunoestimulantes sao constituidos de peptideos, os quais sao
polimeros de aminoacidos conectados por ligagdes amidicas, referidas como
ligagcbes peptidicas, formando polipeptideos e proteinas. A liberagdo de farmacos
peptidicos pela via oral permanece mais facil, atrativa e conveniente quando
comparada as outras vias de administracdo, de modo que é considerada pelo
paciente, forma de administragao pratica e adequada, aumentando sua adesao ao
tratamento. No entanto, a maioria dos peptideos administrados por via oral

apresenta uma baixa e variada Dbiodisponibilidade; baixa permeabilidade;
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degradagao enzimatica, curto tempo de meia-vida, rapido clearance pés-absortivo e
instabilidade fisica, como agregacao e adsorgédo (BATISTA et al., 2019; HAGGAG,;
FAHEEM, 2015; LEWIS; RICHARD, 2015; MURALIDHAR et al., 2017; ZHANG et al.,
2020).

Por estas razdes, os peptideos sdo administrados na maioria das vezes pela
via parenteral, a qual pode solucionar os problemas acima elencados, porém, pode
levar a obstaculos quando a alta frequéncia das aplicagcbes injetaveis torna esta
forma farmacéutica desprezivel pelo paciente aversivo a agulha. Sendo assim,
avancgos significativos na liberagdo de peptideos por meio de vias de administragéo
alternativas foram feitos nas ultimas décadas e serdo utilizados de forma mais ampla
para melhorar a adesao do paciente, aumentar a eficacia ou reduzir a toxicidade
(LEWIS; RICHARD, 2015).

Desta forma, timomodulina, que é um imunomodulador extraido do timo de
vitelo, composto de uma mistura de polipeptideos apresenta tais restricbes, como
baixa biodisponibilidade quando administrada por via oral (KOUTTAB; PRADA,;
CAZZOLA, 1989) e duragdo do tratamento prolongada. Apesar disso, ©
timomodulina possui importantes propriedades biologicas, age no sistema
imunologico e modula a proliferacdo e diferenciacdo de células tronco na medula
ossea, conferindo melhora da resposta imunolégica em doengas como cancer, AIDS
e alergias. Por isso, mesmo sendo um farmaco descoberto ha muitos anos, o
timomodulina é considerado como uma terapia classica, aliado no combate as
infeccdes que levam a alteragdes imunologicas (CALSINI; MOCCHEGIANI; FABRIS,
1985; KOUTTAB; PRADA; CAZZOLA, 1989; MACIEL; PEREZ, 2000).

Os sistemas de liberagdo controlada de farmacos tém sido projetados e
desenvolvidos para sobrepujar estas limitagdes, usando varios materiais e métodos
quimicos e fisicos (YE; VENKATRAMAN, 2019). Uma das técnicas € a
microencapsulagdo de farmacos, cujas microparticulas sdo formadas por materiais
poliméricos que recobrem ou envolvem o farmaco, resultando numa matriz que o
protege e preserva suas propriedades fisico-quimicas, funcionais e biolégicas
(DESAI; PARK, 2005; YE; VENKATRAMAN, 2019). O spray-drying ¢ um dos
meétodos preferiveis para obtencdo de microparticulas, pois € um processo continuo,
rapido, econdmico, de alta qualidade e de escala viavel, no qual a passagem da
emulsdo é tado rapida que ndao compromete a formulagdo (BURHAN et al., 2019;
RATTES; OLIVEIRA, 2007).
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Deste modo, fica notério a necessidade de se aprofundar mais o
conhecimento sobre os agentes imunomoduladores por meio do que esta
estabelecido atualmente, contribuindo para descobertas de estratégias melhoradas
para utilizar estas e futuras imunoterapias (LEWIS; RICHARD, 2015; TALMADGE,
2016; YE; VENKATRAMAN, 2019). Concomitante a isto, hoje mais do que nunca,
faz-se necessario reduzir efeitos colaterais de medicamentos e tempo de tratamento,
com aumento da eficacia terapéutica, nos quais as terapias naturais tém
demonstrado resultados promissores (SCHIRRMACHER, 2019).

Considerando a disponibilidade destas novas tecnologias, o presente estudo
visa o desenvolvimento de microparticulas poliméricas a partir dos polimeros
hidroxipropilmetilcelulose e poloxamero 188 contendo timomodulina, obtidas por
spray drying, com a finalidade de promover a liberagdo modificada do farmaco em

sistemas mucoadesivos.



20

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter, caracterizar e avaliar in vitro microparticulas poliméricas

mucoadesivas contendo timomodulina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Desenvolver microparticulas poliméricas contendo timomodulina pelo
método de secagem por aspersao (spray drying);

* Proceder a determinacdo quantitativa de timomodulina incorporado nas
formulacbes pelo método espectrofotométrico no ultravioleta e no visivel (UV-Vis),
previamente validado, avaliando a eficiéncia de encapsulagao do farmaco;

 Caracterizar sistemas poliméricos por meio de analises morfologicas,
espectroscopicas e térmicas;

* Avaliar a liberacdo in vitro do farmaco a partir das microparticulas,

empregando o ensaio de dissolugao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FISIOLOGIA DO SISTEMA IMUNOLOGICO

O corpo humano esta constantemente exposto aos perigos de agentes
toxicos e infecciosos, que se atingirem camadas mais internas de tecidos podem
causar danos, doengas graves e até mesmo a morte do individuo. O organismo de
mamiferos dispoe de uma sofisticada e eficiente defesa, denominada sistema imune
ou sistema imunoldgico, cuja fungao fisiolégica € a homeostasia do mesmo e tem
por finalidade ultima defender o organismo de toda e qualquer situagdo que o
coloque em risco (MARSHALL et al., 2018; MORSINK et al., 2020; NICHOLSON,
2016).

Uma rede intrincada de trabalho com érgéos, tecidos, células, mediadores
quimicos e enzimas, € recrutada para executar as fungdes do sistema imunolégico:
identificar, destruir e memorizar invasores patogénicos; acatar e gerenciar a
simbiose com o microbioma bacteriano essencial; curar feridas e reparar lesoes;
identificar e destruir células envelhecidas e transformadas (tumorais); rejeitar tecidos
transplantados de individuos alogénicos e tolerar simbiontes estranhos (COHEN;
EFRONI, 2019; MARSHALL et al., 2018; THAPA; FARBER, 2019).

O sistema esta dividido esquematicamente em imunidades inata e
adaptativa (MORSINK et al., 2020). Os leucécitos, também chamados de glébulos
brancos, compdem o elenco celular do sistema, cuja presenca nos tecidos se da
pela corrente sanguinea. As células-tronco hematopoiéticas pluripotenciais, que sao
produzidas pela medula 6ssea durante a vida fetal, originam os precursores
leucocitarios. Pequena parte destas células fica ai retida como suprimento, as
demais se reproduzem e se diferenciam originando duas linhagens celulares: a
mielocitica e a linfocitica. Esta produz linfocitos e aquela granuldcitos e mondcitos
(MORSINK et al., 2020; OLSON; KANG; PASSEGUE, 2020).

Constituicdes morfolégicas celulares e ou “treinamentos” capacitam os
leucdcitos conhecerem o que é proprio do organismo e n&o reagir contra ele. Tal
aptiddo condiciona as células de defesa a atacar qualquer estrutura que seja
diferente das existentes na composi¢ao corporal, referida como corpo estranho ou
nao-proéprio. Além disso, o sistema distingue o nao-préprio inofensivo do n&o-proprio

nocivo ao corpo, que neste caso é combatido com resposta imunologica a fim de
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eliminar os agentes danosos (NICHOLSON, 2016). Exemplos destes sdo bactérias,
fungos, parasitas, virus e toxinas, os quais sdo reconhecidos pelo sistema, desde
estruturas inteiras (células) até partes (moléculas), como intrusos, chamados de
antigenos (Ags) (MARSHALL et al., 2018).

As complexas fung¢des imunitarias cabem num processo comum, chamado
de inflamagdo. O local inflamado se apresenta visivelmente ruborizado e
edemaciado, e microscopicamente & caracterizado pelo acumulo de varios tipos de
células imunoldgicas, e pela morte e crescimento de outros tipos celulares,
resultando na regeneragao tecidual. Esse processo é caracterizado por respostas
em cascatas que visam eliminar o patdégeno. A inflamagdo comumente termina
quando a lesao cicatriza, aonde entdo, a seguranga do organismo foi restabelecida
(COHEN; EFRONI, 2019).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do sistema imunologico. A
resposta é imediata ou em poucas horas apdés o reconhecimento do intruso, com o
rapido recrutamento de células especializadas para o local da injuria. Os processos
sao inespecificos e ocorrem sempre da mesma forma, independentemente do tipo
de Ag. Os componentes desta defesa estdo presentes em todos os individuos,
agindo primariamente no combate ao agressor e secundariamente comunicando a
ameaca a imunidade adaptativa (MARSHALL et al., 2018; THAPA; FARBER, 2019).

Sequencialmente, desde que seja a primeira invasdao do patégeno no
organismo, a imunidade adaptativa € acionada com a apresentacdo dos Ags
patogénicos aos linfocitos, pelas células da imunidade inata. Apenas os linfécitos
especificos se ligam aos Ags de correspondente especificidade, resultando em
ativacao destas células, que se proliferam, matam o agressor e produzem anticorpos
e linfécitos de memaéria. E uma resposta lenta, levando dias a meses, mas altamente
especializada e duradoura. Os processos sao especificos e dependentes da
peculiaridade do Ag, o que confere repertorio de memoria, produzindo resposta
imunoldgica mais rapida e eficiente se houver um novo contato com o mesmo
patégeno (HOWELL; SHEPHERD, 2018; MARSHALL et al., 2018; MORSINK et al.,
2020; NICHOLSON, 2016).

As habilidades que cada uma das linhas de defesa possui constituem
mecanismos complementares dentro do sistema, inferindo imunidade ao organismo

(hospedeiro), que é a capacidade do corpo em resistir as doengas (MARSHALL et
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al., 2018). Por isso, é fundamental que nenhuma parte do organismo fique alheia a
constante vigilancia imunoldgica (NICHOLSON, 2016).

Todos os leucdcitos provém de um processo chamado hematopoiese, no
qual sdo produzidas as células sanguineas do corpo humano (FIGURA 1). Células
germinativas chamadas de células-tronco pluripotentes € a fonte dessa producéo,
através da proliferacao, auto-renovagao e diferenciagao celular, que se inicia na fase
embrionaria, onde na 42 semana gestacional sao detectadas células-tronco
pluripotentes no saco vitelinico, na circulagdo e no figado. A hematopoiese é
realizada pelo bago em torno da 122 semana de gestacao, pelo figado no final do 3°
trimestre, sendo o principal érgdo hematopoiético neste periodo e deixando de ser
pouco antes do nascimento, em que a medula 6ssea passa a protagonizar como
tecido hematopoiético (KUPER et al., 2016; OLSON; KANG; PASSEGUE, 2020).

As células da imunidade inata e adaptativa sao vistas na circulagao do feto
desde o inicio da gestacdo, embora com fungao efetora diferente das células no
adulto. Na 42 semana sao observados mondcitos e macréfagos, entre a 8% e a 102
semana ceélulas natural killer e granuldcitos, principalmente neutréfilos, e na 122
semana células T e B imaturas. As principais células T fetais sao as células T yd até
que as células T af predominem no final do periodo gestacional, com células T
CD4+ e CD8+ circulantes na 20® semana. Ao final da gestagédo e apds o nascimento
as células da imunidade inata aumentam substancialmente na circulacao, e os niveis
adultos de células T sao alcangados por volta dos 6 anos de idade (KUPER et al.,
2016).

Tanto a hematopoiese quanto os processos imunoldgicos especificos
ocorrem em locais préprios no organismo, chamados de érgaos linféides. A medula
Ossea e o timo sado os orgaos linféides primarios, os quais desenvolvem e
selecionam linfécitos T e B. Os orgaos linféides secundarios sao os linfonodos, baco,
amigdalas e placas de Peyer, que ativam e diferenciam os linfécitos em células
reguladoras ou efetoras, além de oportunizarem amostragem de antigenos, pois
estdo estrategicamente distribuidos pelo corpo. Os 6rgaos linféides terciarios séo
agregados linféides organizados ocorrendo em quase todos os tecidos corporais em
resposta a uma reagao imunoloégica em curso, estando associada a auto-imunidade,
infeccado ou cancer (BUETTNER; LOCHNER, 2016; PABST, 2018).
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FIGURA 1 — Esquema da hematopoiese em mamiferos
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Fonte: Adaptado de OLSON, O. C.; KANG, Y. A.; PASSEGUE, E. Normal hematopoiesis is a
balancing act of self-renewal and regeneration. Cold Spring Harbor Perspectives in
Medicine, v. 10, n. 12, p. 1-23, 2020.

Nota: HSC: hematopoietic stem cells (células-tronco hematopoiéticas); MPP: multipotent progenitors

(progenitores multipotentes); CMP: common myeloid progenitors (progenitores mieloides comuns);

CLP: common lymphoid progenitors (progenitores linféides comuns); GMP: granulocyte-macrophage

progenitors (progenitores de granulédcitos-macrofagos); MEP: megakaryocyte-erythroid progenitors

(progenitores megacariocitos-eritréides); megakaryocyte (megacariocito); erythrocyte (eritrécito);

monocyte (mondcito); neutrophil (neutrdfilo); eosinophil (eosindfilo); basophil (basdfilo); mast cell

(mastécito); NK cell (célula natural killer); T cell (célula T); B cell (célula B).

Dentro da intrincada rede de trabalho esta o sistema complemento, que é
um conjunto de proteinas soluveis da imunidade inata produzidas pelo figado,
células endoteliais e epiteliais, mondcitos, macrofagos e pelas células dendriticas, e
que atuam na inflamagdo e em alguns processos fisiolégicos. O complemento é
fundamental na imunidade, pois além de eliminar patégenos instrui a resposta imune
adaptativa. Ele acontece em efeito cascata, aonde as proteinas do complemento
ativas como enzimas clivam umas as outras, resultando em nova enzima, que cliva
outras proteinas gerando novas proteases, até que a combinagao final seja capaz de
opsonizar, quimiotaxiar ou lisar a membrana celular microbiana (LUBBERS et al.,
2017; TROUW; PICKERING; BLOM, 2017).

A ativagdo da cascata do complemento ocorre por trés vias, sendo a
primeira a via classica, ativada pela ligagdo da molécula de reconhecimento C1q a

imunoglobulina (Ig) G, IgM, proteina C reativa e a pentraxina-3. A segunda, € a via
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das lectinas que possui muitas moléculas de reconhecimento, como a lectina de
ligagdo a manose, ficolinas e coletinas. E a terceira, é a via alternativa, acionada por
properdina e por tick-over, que € uma reagao quando os niveis plasmaticos de C3b
estdo baixos. O resultado da ativacdo de todas as vias é a formacdo de C3
convertase, C4b2a resulta das vias classica e das lectinas, e C3bBb deriva da via
alternativa (LUBBERS et al., 2017; TROUW; PICKERING; BLOM, 2017).

Outro componente do sistema imunologico € o complexo principal de
histocompatibilidade, também chamado de antigenos leucocitarios humanos, cujas
denominagdes grafadas na lingua inglesa s&o, major histocompatibility complex
(MHC) e human leucocyte antigen (HLA) respectivamente. E um conjunto de genes
altamente polimorficos localizados no cromossomo 6 relacionados a imunidade, que
codifica proteinas de superficie celular, as quais tém a finalidade de expor peptideos
antigénicos, formando complexos peptideo-MHCs que oportunizam o
reconhecimento e a eliminagdo de Ags por células citotoxicas. Tal procedimento
estabelece uma ponte de fundamental importancia entre as imunidades inata e
adaptativa, garantindo a funcionalidade de todo o sistema imunoldgico (BAKELA;
ATHANASSAKIS, 2018; NICHOLSON, 2016; WIECZOREK et al., 2017).

As proteinas do MHC s&o categorizadas em classes | e Il. As moléculas de
classe | estdo presentes em todas as células nucleadas e sdo codificadas,
preponderantemente, pelos genes classicos A, B e C, com mais de 12.000 alelos,
em cadeias a, que sdo montadas com as B,-microglobulinas, cuja codificagao é feita
pelo cromossomo 15 no reticulo endoplasmatico, formando heterodimeros
chamados de moléculas MHC-I. Na infec¢do, ou as células ndo exibem o MHC-I, o
que desperta a atencdo de células natural killer, ou as células expressam o0s
complexos peptideo-MHCs classe |, ativando células T CD8+, e que em ambos os
casos levam a morte celular (BAKELA; ATHANASSAKIS, 2018; NICHOLSON,
2016).

As moléculas de classe |l também sado heterodimeros, mas de composi¢ao
diferente da classe |. As cadeias sao a e [3, codificadas majoritariamente pelos genes
classicos DP, DQ e DR, com mais de 20.000 combinacgdes alélicas, sendo expressas
principalmente pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), como mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, as quais processam os peptideos resultantes da
fagocitose de proteinas antigénicas na superficie do MHC-II, formando o complexo

peptideo-MHC classe Il, que é transportado para a membrana celular e reconhecido
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pelas células T CD4+, que iniciam a resposta adaptativa (BAKELA,;
ATHANASSAKIS, 2018).

As fungdes imunoldgicas sdo reguladas por glicoproteinas denominadas de
citocinas, cuja produgao é realizada pelo parénquima tecidual, mas principalmente
pelos leucdcitos, e atuam estimulando ou inibindo fungdes das células de defesa
resultando em interacdo entre estas e os tecidos envolvidos, criando uma efetiva
comunicagdo que gera ou atenua a inflamacgao, ou induz reparos. Para tanto, as
citocinas ampliam e orientam a geragdo de padrbes adequados de imunidade
(HOLDSWORTH; CAN, 2015).

As citocinas entram em contato com seu alvo via receptores especificos
expressos na superficie dos leucécitos e do parénquima, funcionalizando-os para
uma resposta rapida e eficaz ao dano instalado, seja infeccioso ou ndo. As citocinas
ja identificadas sao: interleucinas, fatores de necrose tumoral, interferons, fatores
estimuladores de col6nias e alguns fatores de transformagéo do crescimento, cujos
termos na lingua inglesa, sao interleukin (IL), tumor necrosis factor (TNF), interferon
(IFN), colony stimulating factor (CSF) e transforming growth factor (TGF) (AKDIS et
al., 2016; HOLDSWORTH; CAN, 2015).

As interleucinas sdo as citocinas mais numerosas, cerca de 60 ja foram
detectadas. Sua designacado IL é seguida de um numeral e estdo reunidas em
familias de acordo com homologia de sequéncia e semelhangas da cadeia do
receptor ou propriedades funcionais, alguns exemplos na FIGURA 2. Os IFNs sé&o q,
B ey, os TNFs sdo a e 3, os CSFs sdo o granuldcito (G-CSF) e o granuldcito-
macrofago (GM-CSF), além dos TGFs 3 (AKDIS et al., 2016; HOLDSWORTH; CAN,
2015).

As citocinas da imunidade inata predominantes na resposta aguda sao IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-12, CXCL8, G-CSF e GM-CSF, cuja agéo local é ativar células
endoteliais, mastdcitos, células dendriticas e células T yd, acionando molécula de
adesao do endotélio, diminuindo o fluxo sanguineo e aumentando a permeabilidade
vascular. Essas alteragdes propiciam o acumulo de proteinas de fase aguda, de
coagulagdo, do complemento e Ig. Esses efeitos sdo reverberados resultando
produgdo de novas citocinas, ativacdo de outros leucécitos e mais mudancas no
cenario responsivo (AKDIS et al., 2016; HOLDSWORTH; CAN, 2015).
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FIGURA 2 - Exemplos de algumas interleucinas
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Fonte: Adaptado de AKDIS, M. et al. Interleukins (from IL-1 to IL-38), interferons, transforming growth
factor B, and TNF-a: Receptors, functions, and roles in diseases. Journal of Allergy and
Clinical Immunology, v. 138, n. 4, p. 984-1010, 2016.

Na imunidade adaptativa uma gama de citocinas também trabalha, a
exemplo, IL-4, IL-6, IL-12, IL-23 e TGF-b, que direcionam para qual via o
subconjunto de células T auxiliadoras deve se diferenciar. A IL-12 guia células T
auxiliadoras 1 (Th1) que passa a produzir IFN-g e TNF-a, a IL-4 sinaliza para células
T auxiliadoras 2 (Th2) que secreta mais IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, e as citocinas IL-6,
IL-23 e TGF-b determinam via a células T auxiliadoras 17 (Th17) que libera IL-17A-
F, IL-21, IL-22 e IL-23 (HOLDSWORTH; CAN, 2015).

Ainda participam do sistema imune as quimiocinas, também conhecidas por
citocinas quimiotaticas. Constituem uma grande familia de pequenas citocinas, cerca
de 50 proteinas com 8 a 12 kDa produzidas por varias células do organismo em
duas condigdes, uma fisioldgica, em que as quimiocinas homeostaticas sao
sintetizadas constitutivamente em niveis elevados orientando o destino das células
de defesa, o que garante a vigilancia dos tecidos, e sob a condi¢do patoldgica,
aonde leucdcitos e outros tipos celulares ativados pela lesdo, sdo induzidos a
produzir as quimiocinas inflamatérias, as quais sob influéncia de mediadores pro-
inflamatdrios, fazem a quimiotaxia de mondcitos, macréfagos e células T para o local
da injuria (LAGOU et al., 2018; MILLER; MAYO, 2017).

Além da quimiotaxia, principalmente de leucécitos, as quimiocinas agem na
hematopoiese, na angiogénese e na degranulagao leucocitaria, e para que estas
agdes ocorram, as quimiocinas se ligam a sete tipos de receptores acoplados a
proteina G transmembrana expressos por varias células, provocando alteragcdes na

estrutura das proteinas G, resultando em acionamento das vias de sinalizag&o
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intracelular relacionadas a ativacdo e movimentagdo celular (CHEN et al., 2018;
MILLER; MAYO, 2017).

As quimiocinas sao classificadas de acordo com a sequéncia primaria de
aminoacidos e pela disposicdo de residuos de cisteina dentro da proteina, os quais
preservam o mondmero por meio de ligagdes dissulfeto. Isso resulta em variagdes
das duas cisteinas mais proximas do N-terminal, agrupadas em quatro subfamilias:
CC, CXC, CX3C e XC, aonde a letra C representa o residuo cisteina. Na quimiocina,
CC significa que as duas cisteinas estao justapostas, CXC significa que um residuo
de aminoacido, indicado pela letra X, separa as duas cisteinas, assim como na
CX3C as cisteinas estdo separadas por trés residuos de aminoacidos. A XC ¢é a
excecgao, caracterizada por nao ter a primeira e a terceira cisteinas no monémero
(HUGHES; NIBBS, 2018; MILLER; MAYO, 2017).

Por suas fungbes e por estarem implicadas em todas as respostas
imunoldgicas, as quimiocinas exercem relevantes papéis na inflamagao, na infecgao,
no reparo tecidual, na vigilancia imunitaria e fundamentalmente na homeostase.
Entretanto, também participam nocivamente de inflamagbes e até de patologias
como cancer, HIV/AIDS e aterosclerose, sendo alvo para o desenvolvimento de
terapias (HUGHES; NIBBS, 2018; MILLER; MAYO, 2017).

3.1.1 Imunidade Inata

A resposta imune inata conta com mecanismos de defesa que estdo
codificados nos genes humanos (MORSINK et al., 2020). Esta imunidade é
composta por trés niveis de barreira. O primeiro € a barreira fisica, constituida por
pele e mucosas, os quais impedem a penetragcdo de patdégenos por meio de epitélio
sobreposto, pH acido, mucosa epitelial ciliar justaposta com pélos nasais € muco, ou
pela flora intestinal (HOWELL; SHEPHERD, 2018; MARSHALL et al., 2018;
NICHOLSON, 2016).

O segundo nivel é a barreira bioquimica, caracterizada por condigcdes
corporais tais como: baixo pH estomacal, febre, e as enzimas presentes na saliva,
suor e lagrima (HOWELL; SHEPHERD, 2018; NICHOLSON, 2016).

E se mesmo assim os patdégenos alcangarem o organismo, um terceiro nivel
de barreira ocorre, € a inflamagao, cujo entrelagado processo € caracterizado

predominantemente pela resposta imune inata. Mediadores pro-inflamatérios,
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citocinas, proteinas do sistema complemento, proteinas de fase aguda e os
leucdcitos como, neutrdfilos, basofilos, eosinofilos, mastocitos, mondcitos,
macroéfagos, células dendriticas, células linféides inatas e células natural killer séo os
principais protagonistas da resposta primaria (MARSHALL et al., 2018;
NICHOLSON, 2016; THAPA; FARBER, 2019).

A inflamagéao inicia com o tecido lesado, o qual libera varias substancias
quimiotaxicas induzindo o local a mudangas como, a dilatacdo dos vasos
sanguineos, diminuigdo do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade capilar e
extravasamento de liquido para os espacos intersticiais, propiciando rapida
comunicagédo do evento e passagem facilitada as células de defesa, das quais os
fagécitos migram em maior abundéancia (COHEN; EFRONI, 2019; HOLDSWORTH,;
CAN, 2015; HOWELL; SHEPHERD, 2018).

Chegando ao tecido lesado reac¢des de reconhecimento ocorrem entre os
receptores da superficie dos fagocitos e os Ags, iniciando a fagocitose, cuja
finalidade é impedir a entrada, replicacdo e sobrevivéncia do patégeno nos tecidos
do hospedeiro, de modo a isolar a area lesada e retardar sua disseminacdo. As
células fagociticas s&do os macrofagos, neutrofilos e células dendriticas, porém as
duas primeiras tém ac&o preponderante (CHOWDHURY et al.,, 2020; HOWELL;
SHEPHERD, 2018; MARSHALL et al., 2018; MORSINK et al., 2020; NICHOLSON,
2016; THAPA; FARBER, 2019).

Os receptores que os fagécitos expressam recebem o nome de Receptores
de Reconhecimento de Padrées (RRPs), por identificarem Padrées Moleculares
Associados a Patdégenos ou Pathogen-associated molecular pattern (PAMPSs),
presentes em microrganismos, mas que nao ocorrem em mamiferos. Dentre os
varios RRPs destaca-se a familia dos Receptores Toll-like (TLR) por sua saliente
atuacdo. Apos a interagdo PRRs/PAMPs ocorre a endocitose, onde os agentes
patogénicos sao englobados pelo citoplasma dos fagodcitos, que os internalizam em
vesiculas chamadas fagossomos, os quais se fundem aos lisossomos, cujos
conteudos sao substancias capazes de digerir e eliminar o microrganismo
(HOWELL; SHEPHERD, 2018; MARSHALL et al., 2018; NICHOLSON, 2016;
THAPA; FARBER, 2019).

O prosseguimento da resposta inata é caracterizado pela singularidade que
cada glébulo branco possui ao manipular o agente infeccioso ou em participar da

inflamacdo, e tais acgdes celulares se inter-relacionam de modo a cumprir a
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incumbéncia da defesa primaria (COHEN; EFRONI, 2019). Desta forma, a seguir os
leucdcitos sdo descritos, iniciando-se pelos fagocitos.

Dendritic cells (DCs) ou células dendriticas, apesar de ndo fagocitarem
quantitativamente sdo consideradas as APCs mais poderosas do sistema, por
orquestrarem linfocitos T (LT) e eventos imunolégicos que direcionam para a
resposta necessaria, ativagcéo ou inibigao, fazendo a ponte entre as imunidades inata
e adaptativa. Ha duas classes de DCs, distribuidas em subconjuntos em todos os
tecidos e orgaos linféides, a convencional, com trés potentes APCs (CD8a*, CD103"
e CD11b") e a plasmocitdide, que produz grandes quantidades de interferon tipo |
em resposta a infec¢ao viral (WAISMAN et al., 2017).

As DCs sao as primeiras a chegar ao local infectado e apés fagocitarem os
Ags maturam-se e migram pelos vasos linfaticos até os érgaos linféides secundarios,
processando-os com o MHC-Il, e os apresentando aos LTs imaturos (FIGURA 3),
dos quais somente os especificos sdo ativados. Regulam a diferenciagdo, a
maturacao e a funcdo de LT de modo contato-dependente e por secrecao de TGFf,
IL-1B8, IL-10, IL-27, e IL-23, acido retindico e indoleamina 2,3-desoxigenase, ativam
indiretamente linfocitos B e inibem a resposta imune em conjunto com os linfécitos T
reguladores (WAISMAN et al., 2017; YATIM; LAKKIS, 2015).

FIGURA 3 - Célula dendritica apresentando antigeno ao linfocito T imaturo dentro de um linfonodo
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Fonte: AKDIS, M. et al. Interleukins (from IL-1 to IL-38), interferons, transforming growth factor 3, and
TNF-a: Receptors, functions, and roles in diseases. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v. 138, n. 4, p. 984-1010, 2016.

Mondcitos. Discretas como APCs, os mondécitos ocorrem em dois
subconjuntos em humanos como CD14" e CD14,,, CD16". Os mondcitos do primeiro
subconjunto sdo chamados de mondcitos inflamatorios, por assim agirem, enquanto

os do segundo subconjunto sdo os mondcitos de patrulhamento, por vigiarem a
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integridade do endotélio. No sangue, os mondcitos inflamatorios tém meia-vida em
aproximadamente 20 horas, podendo se diferenciar em monaocitos de patrulhamento,
que circulam por dias, ou alcancgar os tecidos e se diferenciar em macréfagos ou em
células dendriticas (HOEKSEMA; DE WINTHER, 2016; MURRAY, 2018; WAISMAN
et al., 2017).

Macroéfagos. Ja os macrdfagos sédo as principais células efetoras que
intervém na imunidade inata, pois fagocitam microbios, debris teciduais, células
envelhecidas, apresentam Ags aos linfocitos T e coordenam o desenvolvimento, a
homeostase e a regeneracdo do novo tecido. Os macréfagos tém vida longa, entre
meses e anos, residindo em tecidos e parénquima de 6rgéos, dos quais a maioria &
de origem embrionaria e uma parte de mondcitos sanguineos, que num influxo aos
neutréfilos chegam rapidamente ao local danificado (GORDON; PLUDDEMANN,
2017; MARSHALL et al., 2018; OISHI; MANABE, 2018).

Uma vez ativados por TLR ou IFN-y, os macréfagos realizam as atividades
microbicida, tumoricida e depurativa, € morrem, mas muitos fagocitam e processam
os Ags em fragmentos (peptideos), os quais séo ligados ao MHC-II formando um
complexo que é expresso na membrana celular. Como milhares de linfocitos T estéo
circulando pelo corpo todo geralmente o LT especifico encontra o complexo
peptideo-MHC e se liga ao peptideo através de seu receptor de célula T (TCR),
ativando os LT especificos, que iniciam suas acdes na resposta adaptativa. Os
macrofagos também liberam citocinas proé-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12 € TNF-
a, que induzem outras células efetoras até a lesdo (GORDON; PLUDDEMANN,
2017; MURRAY, 2018; NICHOLSON, 2016; OISHI; MANABE, 2018).

Neutrofilos. Os neutrofilos sdo as células imunes mais numerosas do sangue
periférico, possuindo curta meia-vida, entre 7 e 12 horas, sdao produzidas
diariamente, no entanto, quando ha lesdo conseguem viver por até trés dias.
Atraidas por quimiotaxicos migram dos vasos sanguineos em diregdo a lesdo, sendo
uma das primeiras a chegar ao local. Atualmente, sabe-se que sdo bem mais que
assassinas suicidas, além de secretar citocinas que recrutam mondcitos e
macrofagos, realizam trés fungdes principais: fagocitar Ags, entregar granulos
citoplasmaticos e criar armadilhas para os intrusos (SELDERS et al., 2017).

A fagocitose realizada eficazmente pelos neutréfilos libera enzimas liticas e
espécies reativas de oxigénio durante a digestdo, que sao tdxicos a varios

patogenos. A degranulagdo extracelular, dependendo da classe, age como pré ou
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anti-inflamatéria, matando os microrganismos e fornecendo substancias para
reprogramacgao da matriz, angiogénese e regeneracao. As armadilhas extracelulares
neutrofilicas, sédo feitas a partir de granulos e material nuclear, evitando a
disseminacao da infeccdo. A remocado dos neutréfilos ocorre por apoptose,
fagocitose via macrofagos ou por migracdo reversa aos vasos sanguineos
(SELDERS et al., 2017).

Células natural Killer. As células natural killer (NK) sdo linfécitos que atuam
na imunidade inata através da secregcdo de fatores soluveis, da regulagdo das
respostas de APCs e de células T e da citotoxicidade contra células ndo saudaveis,
como por exemplo, as infectadas por virus ou as tumorais. As NKs sao programadas
para vigiar se o0 MHC-| esta expresso em todas as células nucleadas, como células
doentes ndo o expressam, ocorre ativacdo destas células citotdxicas (Bl; TIAN,
2017; KUMAR, 2018; NICHOLSON, 2016).

Uma vez ativadas, as NKs entram em contato com o alvo liberando granulos
intracelulares que permitem o acesso de suas perforinas e granzimas, proteinas que
formam poros e precipitam a morte celular contendo o patégeno. Ainda, as NKs
podem ser ativadas através de seus inumeros receptores, 0s quais reconhecem
ligantes, como as imunoglobulinas, na superficie de células modificadas e partem
para o ataque. Apos matar o alvo a NK se dirige para outra célula infectada ou
modificada (Bl; TIAN, 2017; KUMAR, 2018; NICHOLSON, 2016).

Eosindfilos. Ja os eosindfilos sdo um tipo de leucécito sobressalente em
respostas especificas do hospedeiro, a exemplo infecgdo por helmintos, virus,
bactérias e doencgas alérgicas. Admite-se que os eosindfilos colaborem com uma
série de substancias benéficas, as quais favorecem o desenvolvimento,
remodelacao e reparo de tecidos, de modo especial locais de barreira como os
epitélios (BOCHNER, 2018; WELLER; SPENCER, 2017).

Depois que deixam a medula 6ssea, os eosinofilos circulam pelo sangue e
buscam residéncia tecidual, principalmente no trato gastrointestinal, apresentando
um tempo de vida de 24 horas na corrente circulatoria, de alguns dias nos tecidos e
de semanas em inflamacao continua. Suas funcdes efetoras decorrem dos efeitos
citotoxicos de quatro proteinas catibnicas contidas em seus gréanulos
citoplasmaticos, a saber: proteina basica principal 1, proteina catiénica eosinofilica,
neurotoxina derivada de eosindfilos, e peroxidase de eosindfilos (RAVIN; LOY,
2015; WELLER; SPENCER, 2017).
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Respondendo ao recrutamento feito por moléculas de adeséo e quimiocinas,
os eosindfilos chegam aos sitios infectados e atacam secretando os conteudos
granulares por exocitose, citélise ou degranulagao fragmentada, sendo o ultimo um
mecanismo exclusivo de eosindfilos. Estes conteudos sdo proteinas nocivas a
patogenos, podendo ser também aos tecidos do hospedeiro. Ainda, outro meio dos
eosindfilos abordarem antigenos € ligando seu receptor a IgA ou IgE, que estéo
ligadas por toda a superficie dos Ags. Ademais, as proteinas citotdxicas estimulam
muitos outros efeitos na resposta imune, entre eles a degranulagdo de mastdcitos e
baséfilos (RAVIN; LOY, 2015; WELLER; SPENCER, 2017).

Basofilos. Assim como os eosinodfilos, basofilos e mastocitos também séo
granulécitos, mas estes ultimos por apresentarem morfologia e fungdes semelhantes
normalmente s&o estudados em conjunto. Células raras, menos de 1% dos
leuctcitos periféricos, os basofilos sdo originados na medula 6ssea e no bacgo,
formando-se duas populagdes: baséfilos desencadeados pela acdo de IL-3 e
basdfilos desencadeados pela acdo da linfopoietina estromal timica (TSLP).
Basodfilos produzidos no bago sdo decorrentes apenas de TSLP (NAKASHIMA,;
OTSUKA; KABASHIMA, 2018; OETJEN; NOTI; KIM, 2016).

A principal fonte de IL-3 s&o células T ativadas, ja de TSLP s&o os epitélios.
Basodfilos desencadeados por IL-3 sdo muito responsivos a receptores FceRl de IgE
complexada a Ags, e baséfilos desencadeados por TSLP séo ativados por IL-3, IL-
18 e IL-33. Apds sua ativagao, os basdfilos iniciam a inflamagéao com a degranulagéo
e liberagao de IL-4, IL-13, histaminas, leucotrienos e fator de ativacao de plaquetas,
recrutando para o local lesado neutrofilos, eosinofilos, mondcitos e macréfagos
(NAKASHIMA; OTSUKA; KABASHIMA, 2018; OETJEN; NOTI; KIM, 2016;
SCHWARTZ; EBERLE; VOEHRINGER, 2016).

3.1.2 Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa, ja chamada de imunidade adquirida, é responsavel
pela maior parte da resposta imune justamente por promover defesa extremamente
poderosa e especifica. E formada pelos linfocitos e compreende, dependendo dos
componentes relacionados, em imunidade humoral, caracterizada pelas
imunoglobulinas (anticorpos) produzidas pelos linfécitos B (células B), e em

imunidade celular, protagonizada pelos linfocitos T (células T) ativados. Responde
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tardiamente, porém de maneira altamente direcionada, ja que este processo de
defesa envolve seletividade por parte dos linfocitos no reconhecimento do antigeno,
baseada na exposi¢cao anterior, o que confere memoéria e expansao de células
clonais, e, uma subsequente exposicao recruta mais rapidamente este complexo
processo (HOWELL; SHEPHERD, 2018; PARVEEN et al., 2013).

A especificidade das células T € uma consequéncia da diversidade de
receptores de ligagdo a antigenos, que se encontra em sua membrana, conhecidos
como TCR, sendo que cada célula T expressa um unico tipo de receptor e tem a
capacidade de proliferar e se diferenciar rapidamente ao receber os sinais
apropriados. Todo este processo se da a partir do momento em que as APCs
apresentam os antigenos as células T, ja descritos aqui. Deste modo, os TCRs séo
dispositivos, por assim dizer, altamente reativos, programados para reconhecer tudo
aquilo que seja diferente do organismo humano (HOLDSWORTH; CAN, 2015;
MARSHALL et al., 2018).

As células T se diferenciam principalmente em células CD8+ (células T
citotoxicas) e/ou células CD4+ (células T auxiliares). As primeiras sdo ativadas por
peptideo antigénico ligado a moléculas MHC-I, e estdo envolvidas principalmente na
destruicdo de células infectadas por agentes patoldégicos como, virus e células
tumorais. Apos a resolugao da infeccédo, as CD8+ efetoras morrem e séo eliminadas
pelos fagdcitos, entretanto, algumas ficam retidas como células de memoaria as quais
podem se diferenciar rapidamente em células efetoras apds encontros subsequentes
com o mesmo antigeno (MARSHALL et al., 2018; NICHOLSON, 2016).

Ja as CD4+, ativadas por antigeno ligado as moléculas de MHC-II, sdo
caracterizadas pelas células Th, cuja atividade é mediar a resposta imune,
auxiliando no direcionamento de outras células e regulando o tipo de agcdo das
mesmas, desempenhando importante papel no estabelecimento e maximizacdo da
resposta imunolégica. A Th1, Th2 e Th17 s&o as células que respondem com maior
frequéncia, aonde Th1 produz IFN-y, que ativa macréfagos e aumenta a imunidade
antiviral e a patdégenos intracelulares, e citocinas que estimulam a diferenciagcéo das
células B para a producdo de anticorpos opsonizantes, os quais aumentam a
eficiéncia dos fagocitos (HOWELL; SHEPHERD, 2018; MARSHALL et al., 2018).

Th2 libera citocinas (IL-4, 5 e 13) envolvidas no desenvolvimento de células
B produtoras de IgE, no desenvolvimento e recrutamento de mastdcitos e

eosindfilos, e aumentam a producdo de certas formas de IgG que auxiliam no
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combate a infecgéo bacteriana. As células Th17 produzem IL-17 e estdo associados
a respostas inflamatérias continuas, particularmente em infecgdes e doencas
crénicas. A maioria das células Th também morre apds a resolucdo da infeccéo e
algumas permanecem como células de memoédria Th (HOLDSWORTH; CAN, 2015;
MARSHALL et al., 2018).

As CD4+ tém um subconjunto de células, as células T reguladoras (Treg),
cuja atividade é ajustar as agdes celulares imunologicas em respostas normais ou
aberrantes aos autoantigenos e no desenvolvimento de doengas autoimunes, “além
de desempenhar importante papel no desenvolvimento da tolerancia imunologica a
certos antigenos estranhos, como os encontrados nos alimentos” (MARSHALL et al.,
2018).

3.1.3 Imunopatologias

O estado imunolégico saudavel é fortemente determinado durante os
primeiros estagios da vida. Entretanto, como todo sistema é passivel de falhas o
sistema imune pode apresentar vulnerabilidade ocasionando respostas
inadequadas. Acredita-se que muitas doengas relacionadas ao sistema imunoldgico,
incluindo atopia e certas doengas autoimunes, tenham sua origem em alteragbes
adversas no equilibrio imunolégico durante a gravidez ou nos primeiros trés anos de
vida da crianca. Se um unico elemento deste sistema trabalhar de maneira
insuficiente ou exacerbada pode ocasionar doenga ao organismo, em que muitos
casos sdo crbnicos (KUPER et al.,, 2016; MARSHALL et al., 2018; NICHOLSON,
2016).

3.2 IMUNOTERAPIAS

Desde o século XIX, esforcos em aproveitar o sistema imune para controlar
doencgas ja eram realizados pelo pioneiro no assunto, Dr. William B. Coley, mas que
ao longo da historia acabaram dando lugar a tratamentos mais agressivos, como
quimioterapia e radioterapia, ja que respostas mais consistentes ndo eram obtidas.
Contudo, as pesquisas na imunoterapia continuaram seu trajeto no decorrer dos
anos (SHARMA et al., 2017).
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Recentemente, a ativagdo do sistema imunolégico de pacientes utilizando
terapias biolégicas tem recebido especial atengdo, visto que sdo terapias mais
fisiolégicas, e assim melhores toleradas. As imunoterapias sdo uma das terapias
biolégicas e proporcionam vantagens em aumentar a eficacia do tratamento
acompanhada de menores efeitos colaterais (SCHIRRMACHER, 2019). Intervencéo
imunologica € uma estratégia terapéutica para neoplasias, doengas infecciosas,
inflamatdrias e auto-imunes (TALMADGE, 2016).

3.2.1 Imunomoduladores

Os imunomoduladores fazem parte do repertério das imunoterapias. Sao
substancias naturais ou sintéticas, cuja acado € regular o sistema imunoldgico,
induzindo mecanismos de defesa inata e adaptativa (SHAHBAZI; BOLHASSANI,
2016). Clinicamente, podem ser classificados como imunoadjuvantes,
imunossupressores e imunoestimulantes. Os imunoadjuvantes sado substancias
combinadas com antigenos tendo a capacidade de melhorar a eficacia das vacinas,
por isso sao considerados imunomoduladores especificos, com agao seletiva entre
imunidade celular e humoral (PARVEEN et al., 2013; SHAHBAZI; BOLHASSANI,
2016).

Os imunossupressores sdo um grupo de farmacos estruturalmente e
funcionalmente heterogéneos e agem impedindo a agao do sistema de defesa,
aplicados em pacientes com orgaos transplantados ou doengas autoimunes.
Esquemas terapéuticos com praticas de imunossupressores concomitantes séo por
vezes necessarios para alcangar melhores resultados no tratamento (KUMAR et al.,
2012; PARVEEN et al., 2013).

Ao contrario, os imunoestimulantes ativam diferentes elementos do sistema
imunolégico e por isso sdo considerados imunomoduladores ndo-especificos. Tém
agao imunopreventiva pela estimulagéo da fagocitose e do sistema complemento.
Imunoestimulantes em individuos saudaveis sao agentes profilaticos e
imunopotenciadores, e em individuos doentes sdo agentes imunoterapicos. Em
ambos o0s casos proporcionam resposta imune melhorada (KUMAR et al., 2012;
PARVEEN et al., 2013; SHAHBAZI; BOLHASSANI, 2016).

Os imunoestimulantes sao classificados de acordo com o0 modo de agao e a

origem (natural ou sintética) como: produtos bacterianos, carboidratos complexos,
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vacinas, drogas imunoreagentes, fatores nutricionais, extratos animais, citocinas e
extratos vegetais. Imunoestimulantes oriundos de sintese comum, a exemplo os
extratos de plantas ou de animais, tém potencial aplicagao, pois ndo sao caros, sao
de facil obtencdo e demonstram agdo contra um amplo espectro de patdgenos
(SHAHBAZI; BOLHASSANI, 2016).

3.2.1.1 Extratos timicos

Dentre os imunomoduladores podemos citar os extratos derivados de
glandula do timo, cuja diferenciagéo ocorre pelo processo de obtencdo. As etapas do
processo sdo purificagdo, fracionamento e filtragem, resultando em misturas de
peptideos. As preparacdes nao sao definidas pelos seus componentes, mas pela
padronizagao correspondente ao procedimento de extracdo. Podem-se considerar
dois grupos de farmacos derivados do timo: o primeiro sdo os extratos purificados de
glandulas de timo de animais, contendo misturas de peptideos, e o segundo grupo
sdo peptideos unicos, sintetizados (WOLF et al., 2011).

Alguns peptideos timicos que ja foram isolados estéo relacionados no

QUADRO 1, com a sua correspondente denominagao, abreviatura, conteudo e ou

peso molecular, o tipo de extrato e a origem animal do extrato (BIRR, 2013).

QUADRO 1 - Fatores timicos isolados e caracterizados de tecido do timo

Nome Abr. Conteudo/tamanho Extrato Origem do
Timo

Timosina - Mistura de polipeptideos Bruto Rato

Fator X timico TFX Mistura de polipeptideos, Bruto Bezerro
2000 — 18000 Da

Timosina fragao-5 TF5 10 polipeptideos principais e 30 Purificado Bezerro

menores

Timoestimulina TP-1 Mistura de polipeptideos, Purificado Bezerro
1000 — 12000 Da

Timomodulina - Mistura de polipeptideos Purificado Bezerro

Protimosinaa Ta 113 aminoacidos Purificado Rato

Timopoietina TP Polipeptideo, 5562 Da Purificado

Timulina, Fator FTS-Zn Nonapeptideo, 847 Da Purificado Porco

TimicoSérico

Fonte: BIRR, C. the Gmp-Based Drug Substance Sctl Development Aiming At Prevention of
Opportunistic Infections After X-Ray- and Chemotherapy of Cancer. a Synthetic Combinatorial
Tetrapeptide Library Substitution for Calf Thymus Extract. Biotechnologia Acta, v. 6, n. 4, p.
162-171, 2013.

Nota: Abr.: abreviatura.
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Os farmacos peptidicos imunoterapicos s&o selecionados pelas seguintes
vantagens: diversidade quimica e biologica; eficacia (quando comparados aos
farmacos convencionais de pequenas moléculas); especificidade terapéutica; maior
atividade farmacolégica e menor toxicidade (LEWIS; RICHARD, 2015; YE;
VENKATRAMAN, 2019).

Contudo, por sua natureza biomacromolecular, apresentam peculiares
desafios na sua liberagao por via oral, como, susceptibilidade a valores extremos de
pH do trato gastrointestinal e a degradagdo enzimatica, e pobre absorgao pela
mucosa epitelial, com curto tempo de meia-vida e baixa biodisponibilidade. Sistemas
de liberagdo que superem este quesito ainda estdo em andamento, e por todas
estas razdes proteinas e peptideos sido frequentemente administrados pela via
parenteral (ALCALA-ALCALA et al., 2013; LEWIS; RICHARD, 2015; SOUERY et al.,
2019; ZHANG et al., 2020).

3.3 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DE TIMOMODULINA

O timomodulina (TMD) é um extrato purificado do timo de vitelo obtido pela
hidrolise parcial acida da gléandula, constituido por mistura de polipeptideos com
pesos moleculares entre 1 e 10.000 Da (CAZZOLA; MAZZANTI; KOUTTAB, 1987,
KOUTTAB; PRADA; CAZZOLA, 1989; MACIEL; PEREZ, 2000; MURALIDHAR et al.,
2017).

O processo de obtencdo de TMD foi patenteado em 1972 pela Ellem
Industria Farmacéutica S.p.A. (Mildo, Italia) sob o numero 3657417, e compreende
tratar o timo de bezerro em extrator a pH 4,4-4,8 por 48-72 horas, filtrar, tratar o
fitrado em banho termo-regulado a pH 9,0-9,5 por 60 minutos, filtrar novamente,
reduzir o segundo filtrado a pH 6,0-7,0 com acido cloridrico, ultrafiltrar a solugédo e
liofilizar, obtendo-se o p6 seco de timomodulina (BRUNETTI; PINI, 1972; CAZZOLA,
MAZZANTI; KOUTTAB, 1987).

O extrato é grafado na lingua inglesa como thymomodulin e tem registro no
Servigo de Resumos Quimicos, Chemical Abstracts Service (CAS), uma divisdo da
Sociedade Quimica Americana, sob o numero 90803-92-2, com Denominagao
Comum Brasileira (DCB) 08605 (BRASIL, 2019). Até o momento n&o possui
monografia em farmacopeias, € por ser um polipeptideo ndo possui férmula e

estrutura quimicas definidas. Entretanto, Cazzola; Mazzanti e Kouttab (1987)
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relataram em uma revisdo que a composicido aminoacidica de TMD foi determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase-reversa, revelando dezoito
residuos de aminoacidos (QUADRO 2).

QUADRO 2 - Composi¢ao aminoacidica de TMD

Asp 8.2 Arg 8.6 lle 2.6
Glu 14.9 Ala 10.4 Leu 5.4
Ser 5.8 Tyr 2.0 Lys 7.2
His 1.6 Met 1.2 Trp 0.1
Gly 133 Val 4.1 Cys 0.6
Thr 4.1 Phe 2.5 Pro 7.3

Fonte: CAZZOLA, P.; MAZZANTI, P.; KOUTTAB, N. M. Update and future perspectives of a thymic
biological response modifier (thymomodulin). Immunopharmacology and
Immunotoxicology. v. 9, n. 2, p. 195-216, 1987.

A farmacocinética de TMD foi estudada em ratos Wistar, cuja rapida
absorcdo pela medula o6ssea, rim e figado ocorreu logo apés a injegéo
intraperitoneal de TMD marcada, com maior radioatividade no nucleo celular. Noutro
estudo, TMD foi administrado por vias intraperitoneal, 1 mg, e oral, 5 mg, e sua
atividade em induzir a expressao de antigenos de superficie em linfécitos T murinos
apresentou picos entre 1 e 2 horas (CAZZOLA; MAZZANTI; KOUTTAB, 1987). Uma
pesquisa encontrou pico maximo de atividade parecida com o fator timico sérico
(FTS-like), medida em plasma de ratos, entre 4 e 6 horas apds receberem 5 mg de
TMD por via oral (CALSINI; MOCCHEGIANI; FABRIS, 1985).

Diversos ensaios clinicos demonstraram resultados benéficos com TMD
administrada profilatica ou concomitantemente aos tratamentos convencionais, cujos
resultados observados foram melhora dos sintomas clinicos em infecc¢des, alergias,
doengas malignas, e da funcionalizagdo imunologica durante a selinidade
(KOUTTAB; PRADA; CAZZOLA, 1989; MACIEL; PEREZ, 2000; WILSON, 1999).

Suas propriedades biolégicas sdo modular a proliferagéo e diferenciagao de
células tronco na medula 6ssea e estimular as fungdes de células T, B e NK. Induz
pré-células T expressar caracteristicas de células T maduras, restabelece a
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proporcdo CD4/CD8, estimula a producao de interleucina-2, estimula a maturacao
das células B, a sintese de imunoglobulina (Ig) A e IgG, e a expressado de
anticorpos, incrementa a secrecdo de citocinas pelos mononucleares, e modula o
fendtipo e a maturacao funcional de timdécitos humanos. Todos estes atributos fazem
de TMD um agente sinérgico em tratamentos infecciosos (KOUTTAB; PRADA,;
CAZZOLA, 1989; MACIEL; PEREZ, 2000; WILSON, 1999).

Diante de sobressalente atividade biolégica, a agdo imunomoduladora de
TMD em humanos foi revisada, e para isso quatro bases de dados foram utilizadas,
fazendo-se a busca com os descritores thymomodulin e thymic hormone entre os
anos de 1980 e 2020. Science Direct selecionou 63 artigos para a pesquisa basica e
28 para a avang¢ada, MEDLINE/PubMed 56 e 10, Web of Science 44 e 1, e LILACS 5
e nenhum. A maioria dos estudos se repetiu nas bases e13 artigos configuraram
estudos clinicos com TMD, cujas sinteses sao descritas a seguir.

Entre os anos 80 e 90 foi encontrada a maior parte dos estudos clinicos com
TMD: idosos com mais de 70 anos que nao tinham niveis detectaveis de FTS
receberam TMD via oral em dose Unica e a analise de seus soros demonstrou que o
TMD induziu o aparecimento de atividade semelhante ao FTS (CALSINI;
MOCCHEGIANI; FABRIS, 1985); criangas que receberam o extrato tiveram um
aumento em células CD3 e CD4, fungdes neutrofilicas e IgA salivar, com redugéo
das infecgbes respiratorias recorrentes (IRRs) (FIOCCHI et al., 1986).

Pacientes com rinite alérgica perene, asma brénquica e dermatite atépica
tiveram redugéo nos niveis de IgE, na contagem de eosindfilos e na frequéncia de
crises agudas, com melhorados sintomas clinicos apods tratamento com TMD
(FIOCCHI et al., 1987); resultados equivalentes para pacientes com rinite alérgica
perene, com aumento de titulos séricos de IgG (MARZARI et al., 1987). Pacientes
no inicio da infecgéo pelo HIV receberam TMD e tiveram um aumento de CD4 com o
restabelecimento das razbées CD4/CD8, e curso clinico da doenca melhorado
(VALESINI et al., 1986, 1987).

Um estudo com criangas com alergia alimentar manifestando dermatite
atopica realizado por Cavagni et al.(1989) constatou que no grupo tratado com TMD
houve um decréscimo nos niveis de IgE total e especifica, e as lesdes cuténeas
tiveram um melhor curso, ou seja, ndo mudaram, comparado as lesées do grupo

placebo, que s6 pioravam com o decorrer do tempo.
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Em Bortolotti (1988) criangas com hepatite B crénica tratadas com TMD
tiveram marcadores sanguineos positivos para a infecgdo soro-convertidos em
anticorpos especificos e maior taxa de recuperagdo. Na pesquisa de Edery et al.
(1988) pacientes com cancer de mama ou ginecolégico que receberam TMD
previamente a radioterapia tiveram taxas de leucopenia significativamente menores
daquelas que nao receberam; de forma semelhante também ocorreu em Kim et
al.(1993).

Em Miri¢ et al.(1996, 1997) homens e mulheres com miocardite ou
cardiomiopatia dilatada foram divididos em trés grupos e acompanhados por dois
anos. O primeiro grupo recebeu tratamento convencional e TMD, o segundo,
tratamento convencional e interferon-a, e o terceiro, apenas o tratamento
convencional. Houve melhora ventricular significativa nos dois primeiros grupos, cujo
eletrocardiograma normalizou em 88% dos individuos.

A investigacéo do efeito de TMD na imunidade de individuos idosos (64 a 98
anos), realizada por Braga et al. (1994), encontrou um efeito restaurador na
fagocitose de polimorfonucleares e na liberagdo de radicais oxidativos, com indices
significativamente aumentados.

Foram encontradas cinco revisdes sistematicas entre os anos de 1980 e
2020 narrando investigagdes do efeito imunomodulador de TMD em humanos.
Wilson (1999) ao revisar os ultimos 20 anos de estudos clinicos com extratos timicos
relatou Fiocchi (1986, 1987), Valesini (1987), Bortolotti (1988),Kouttab (1989),
Bagnato (1989) e Miri¢ (1996), sendo a maioria deles ja elencados aqui.

Na meta-analise de Gludd e Gludd (2009), sobre hepatite viral, foi apontado
que alguns imunomoduladores, entre eles o TMD do estudo de Galli et al. (1985),
nao demonstraram beneficio a pacientes com hepatite B aguda.

Ja a revisdo de Schaad; Esposito e Razi (2015) reportou um estudo com
TMD como estratégia alternativa para a prevencédo de infecgdo aguda do trato
respiratorio (IATR), o qual pertence a revisdo de Del-Rio-Navarro et al. (2012), que
avaliou a seguranca e a eficacia de imunoestimulantes administrados a criangas
para prevenir IATRs versus placebo. Examinando esta revisao, cinco estudos com
TMD foram incluidos, a seguir referidos.

Fiocchi et al. (1986), ja mencionado; em Clerici et al. (1988) criangas com
IATRs tratadas com TMD apresentaram recorréncia 50% menor comparado ao

grupo placebo; ao contrario, em Fukuda et al. (1999) o TMD n&o foi substancial; em



42

Karam-Bechara et al. (1995) criangas com bronquite recorrente tratadas com TMD
tiveram recidivas significativamente diminuidas comparadas as que n&o receberam
TMD; e de forma semelhante ocorreu em criangas no estudo de Longo et al. (1988).

A revisdo de Singh; Pai, (2015) investigou os recentes avangos em agentes
antioxidantes e imunomoduladores voltados para o tratamento de HIV/AIDS, e
também comparou as patentes das composi¢cdes medicamentosas que contivessem
estes agentes, relatando duas patentes contendo TMD, WO02009082818A1 e
EP2257567A1.

Winter et al. (2018) registraram a pesquisa de Miric et al. (1996) em sua
revisdo sobre tratamentos imunomodulatorios de miocardite linfocitica realizados
entre os anos de 1950 e 2016, destacando a significancia da melhora da ejegéo
ventricular de pacientes com miocardite tratados com TMD. O mesmo estudo de
Miric et al. (1996) é relatado na revisdo sistematica sobre a eficacia de
imunossupressores na miocardite nos ultimos 30 anos de Cheng et al. (2020).

O tratamento com timomodulina normalmente exige um tempo de uso prolongado. O
QUADRO 3 relaciona a posologia e a duragao do tratamento com TMD utilizados

pelos pacientes dos estudos clinicos acima descritos.

QUADRO 3 — Relagao de estudos clinicos com TMD como imunomodulador, entre os anos de 1980 e
2020, destacando o tempo de tratamento prolongado

(continua)
Autor (es) do Quadro clinico Participantes Posologia Duragéao
estudo TMD Tratamento
Calsini; Niveis indetectaveis de | Homens e 80, 160, 320, Dose unica
Mocchegiani e FTS plasmatico mulheres 640 ou 800 mg
Fabris (1985) idosos
(70 anos)
Fiocchi et IRR Criangas e 3 mg/kg/dia 3 meses
al.(1986) adolescentes
(4-14 anos)

Valesini et al. Inicio de HIV Homens e 60 mg/dia Mais de 50
(1986, 1987) mulheres dias
Marzari et al. Rinite alérgica perene Homens e 120 mg/dia 4 meses
(1987) mulheres
Clerici et al. IRR com 6 episddios no | Criangas 60 mg 3 meses
(1988) ultimo ano (4-6 anos) 2 vezes/dia
Edery et al. Neutropenia decorrente | Mulheres 20 mg/dia IM 7 dias antes e
(1988) de radioterapia (cancer durante a

mama ou ginecoldgico) radioterapia
Longo et al. IATR recorrente com Criangas 30 mg 4 meses
(1988) mais de 1 episddio de (3- 9 anos) 2 vezesl/dia

febre por més
Cavagni et al. Alergia alimentar Criangas 120 mg/dia 90 dias
(1989) manifestada em leséo

cuténea
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QUADRO 3 - Relagao de estudos clinicos com TMD como imunomodulador, entre os anos de 1980 e
2020, destacando o tempo de tratamento prolongado

(conclusao)

Autor (es) Quadro clinico Participantes Posologia Duracéo
do estudo TMD Tratamento
9 | Kimetal Neutropenia decorrente de | Mulheres 15 mL/dia 15 dias antes
(1993) quimioterapia (céncer da
ginecoldgico) quimioterapia
10 | Miri¢ et al. Doencga do musculo Homens e 10 mg SC 3 vezes/
(1996, 1997) | cardiaco dilatado mulheres semana
11 | Braga et al. Senilidade Homens e 160 mg/dia 6 semanas
(1994) mulheres
12 | Karam- Bronquite com 6 episédios | Criangas 3 mg/kg/dia 3 meses
Bechara et de recorréncia e com 3 (3-12 anos)
al. (1995) cursos de antibidticos
13 | Fukuda et al. | Otite aguda recorrente e Criangas 2 mg/kg 3 meses
(1999) amigdalite de repeticao (8 meses-7 2 vezes/dia
anos)

Fonte: A autora

No Brasil ha dois registros de medicamentos contendo TMD, Oromunil
(100430612) e Leucogen (105730062), porém aquele esta inativo desde 2001. O
Leucogen® contém apenas TMD como principio ativo e esta comercializado nas
formas farmacéuticas xarope e pellets (capsulas), manufaturados pela Aché
Laboratérios Farmacéuticos. As bulas destas apresentagdes informam que o xarope
contém 20 mg do peptideo por 5 mL de solugcdo e que a capsula contém 20 mg do
peptideo em 80 mg de extrato em p6 (BRASIL, 2019).

Ainda,

imunomodulador e coadjuvante no tratamento de infeccbes das vias aéreas

0 xarope € indicado em pediatria como, imunoestimulante,
respiratérias, sarampo, varicela, caxumba e coqueluche, asma brénquica e alergia
alimentar, e a capsula é indicada em clinica médica como, coadjuvante no tratamento
das doencas infecciosas bacterianas ou virais agudas ou recorrentes, hepatite

infecciosa, asma bronquica ou herpes zoster (BRASIL, 2019).

3.4 MICROPARTI'CU,LAS POLIMERICAS COMO SISTEMAS DE LIBERAGCAO
MODIFICADA DE FARMACOS

Sistemas de liberacdo modificada de farmacos sao fontes inovadoras de
produtos farmacéuticos comparados aos convencionais pelas vantagens em aumentar
a solubilidade dos compostos ativos em meio aquoso e a estabilidade em meio
fisioldgico; melhorar a biodisponibilidade; reduzir os efeitos colaterais;promover a

vetorizacao; controlar a taxa de liberacao; e reduzir a posologia, o que
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contribui com a adesao do paciente a terapia. Desta forma, a pesquisa na area de
desenvolvimento farmacéutico vem apresentando grande progresso em entrega
modificada de farmacos para varias classes medicamentosas, incluindo os
peptideos (BERNAL RODRIGUEZ et al., 2019).

Os sistemas de liberacdo modificada ocorrem por meio de duas técnicas,
nanoparticulas ou microparticulas (BATISTA et al.,, 2019). As microparticulas sao
constituidas de matrizes poliméricas biocompativeis e biodegradaveis, de forma
esférica e tamanho entre 1 e 1000 um, onde ou o farmaco esta misturado
homogeneamente aos demais componentes, chamada de microesfera, ou se situa
em um nucleo delimitado por outro material, chamada de microcapsula (FIGURA 4)
(AHADIAN et al., 2020; BURHAN et al., 2019; DESAI; PARK, 2005; LENGYEL et al.,
2019; MITHU et al., 2017).

FIGURA 4 - Formas de microparticulas poliméricas: 1) Microcapsula (nucleo soélido); 2) microcapsula
(nucleo nao-sdlido); 3) microcapsula (dominios micro/nano sélidos); 4) microcapsula (dominios
micro/nano n&o-solidos; 5) Microesfera (mistura de matriz/agente encapsulado)

OIOETT

Fonte: CAMPOS, E. et al. Designing polymeric microparticles for biomedical and industrial
applications. European Polymer Journal, v. 49, n. 8, p. 2005-2021, 2013.

As microparticulas devem alcangar os seguintes critérios para serem
consideradas eficientes: alta eficiéncia de encapsulacado, preservar a atividade do
farmaco durante a encapsulagdo e armazenamento, serem de facil administracdo no
local alvo e apresentar taxa de liberagdo controlada para atingir um efeito
terapéutico enquanto minimiza os efeitos colaterais (CAMPOS et al., 2013).

Os sistemas matriciais sdo um dos sistemas mais utilizados, pois se
caracterizam por transportar o farmaco uniformemente disperso em nivel molecular
ou particulado na matriz, cujos mecanismos de liberacdo da substancia ativa como
difusdo, dissolugao, erosdo e intumescimento, podem mudar de acordo com a
formulacao desenvolvida (BERNAL RODRIGUEZ et al., 2019; ZHANG et al., 2016).
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3.4.1 Polimeros

‘Polimeros sdo a combinacdo de mondmeros com propriedades de
producao flexivel, leve e de baixo custo” (SHAMEEM et al., 2020).

Os polimeros estao entre os excipientes farmacéuticos mais utilizados para
compor as diversas formulacdes de liberacdo modificada devido a sua capacidade
em fornecer liberagdo controlada de agentes terapéuticos em doses continuas por
um periodo prolongado (AGRAWAL et al., 2020; BERNAL RODRIGUEZ et al.,
2019;FATOUROS, 2016; KARAVASILI; MASKOVA et al., 2020; LAYEK; MANDAL,
2020; RAROKAR et al., 2016; WU et al., 2011).

Neste aspecto, polimeros de fontes naturais e sintéticas tém sido utilizados
em varias formulacdes de liberacado controlada, na qual a selegao do polimero, ou da
mistura de polimeros, adequado depende da via de administracdo e de como o
farmaco deve ser liberado (LAYEK; MANDAL, 2020).

3.4.1.1 Hidroxipropilmetilcelulose

Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), também chamado de hipromelose, € um
polimero natural, cuja molécula (FIGURA 5) de natureza n&o-ibnica, € baseada em
uma cadeia linear de polissacarideo de celulose parcialmente o-metilado e o-(2-
hidroxipropilado), obtido semi-sinteticamente pelo tratamento da celulose natural
com hidréxido de sédio (MASKOVA et al., 2020).

FIGURA 5 - Estrutura quimica do hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

OR OR

@) 0 OH
RO @)
RO

Fonte: LAYEK, B.; MANDAL, S. Natural polysaccharides for controlled delivery of oral therapeutics: a
recent update. Carbohydrate Polymers, v. 230, n. August 2019, p. 115617, 2020.
Nota: R: grupos radicais (R: H, CH3 ou CH2CH(OH)CH3); n: quantidade de monémeros na cadeia.
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Polimeros naturais, principalmente os polissacarideos, estdo sendo
utilizados cada vez mais em sistemas de liberacdo modificada, por sua excelente
biocompatibilidade, seguranga, biodegradabilidade, abundancia natural, baixo custo
e facilidade de modificacbes quimicas (KRESE et al.,, 2016; LAYEK; MANDAL,
2020).

Essa alquilagdo direcionada de grupos hidroxila da celulose torna o polimero
hidrofilico, e dependendo do grau da substituicdo e da proporgédo entre 0os grupos
metoxil e hidroxipropil resultam em varios tipos de HPMC com diferentes pesos
moleculares, viscosidade e tamanho de particula. Um sistema matricial que se
intumesce e forma um gel em camadas é promovido pelo HPMC, no qual a taxa de
liberacdo do farmaco na superficie do sistema é controlada. A solucdo de HPMC
possui estabilidade em ampla faixa de pH (entre 3,0 e 11,0), a molécula ndo pode
ser clivada por enzimas e se aplicam tanto para farmacos hidrossoluveis quanto
para lipossoluveis. Tais capacidades diferenciadas explicam o amplo emprego do
polimero em sistemas de liberacdo controlada para varias vias de administracao
(KRESE et al., 2016; MASKOVA et al., 2020).

Dentre as varias marcas de HPMC comercializadas estd o Methocel® E4M
Premium CR, produzido pela Companhia Quimica Dow (Dow Chemical Company,
MI, USA), cujo grau de substituicdes é representado pela letra E que corresponde ao
cédigo farmacopeico 2910, aonde os dois primeiros digitos se referem ao grupo
metoxil e os dois ultimos ao grupo hidroxipropil. O numero 4 e a letra M indicam a
viscosidade de 4.000 cP da solugdo a 2%, a 20°C (MASKOVA et al., 2020).

A hidratacédo da cadeia de HPMC ¢ dependente da temperatura, com ponto
de gelificagao entre 50 e 90°C, dependendo do tipo e concentragdo do polimero, e
influencia significativamente a formagao e a estrutura do gel resultante. Solugbes
aquosas do polimero exibem comportamento reversivel induzido por inversao
térmica, ou seja, transi¢gdes de solugdes para gel (sol-gel), em temperaturas altas,
sao observadas pela turvacdo da solugao. Isto decorre das interagdes hidrofdbicas
entre as metoxilas do HPMC durante a desidratacdo (KRESE et al., 2016;
MASKOVA et al., 2020).

Esta propriedade proporciona notavel mucoadesividade, que €& muito
utilizada em gelificagao in situ, e para tanto uma redugéo na substituicdo do grupo
hidroxipropil permite o decréscimo do ponto de gelificagdo do HPMC préximo a
temperatura do corpo humano (MASKOVA et al., 2020).
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3.4.1.2 Polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno

Poli(6xido de etileno) (POE) e poli(6xido de propileno) (POP) séo polimeros
sintéticos que compdem o copolimero em tribloco POE-POP-POE, cuja estrutura
quimica (FIGURA 6) possui uma cadeia hidrofébica central e duas cadeias
hidrofilicas laterais, de carater ndo ibnico soluvel em agua, comercializado como
Pluronics® ou poloxameros. Sua maior importancia farmacéutica é na producédo de
sistema de gelificagao in situ para a liberagado de diversos tipos de medicamentos,
que podem ser administrados por via topica, oftalmica ou parenteral (BODRATTI;
ALEXANDRIDIS, 2018; KAIZU; ALEXANDRIDIS, 2015; PASCHEN et al., 2021;
RAROKAR; SAOJI; KHEDEKAR, 2018; ZARRINTAJ et al., 2020).

FIGURA 6 - Estrutura quimica de copolimero em tribloco polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno

(POE-POP-POE)
CH
3
0 (0]
H 0] OH
X y z

Fonte: ZARRINTAJ, P. et al. Poloxamer: A versatile tri-block copolymer for biomedical applications.
Acta Biomaterialia, v. 110, p. 37-67, 2020.

Nota: X, y e z sdo as quantidades de monémeros na cadeia.

Pela constituichio monomérica, o copolimero de bloco apresenta carater
anfifilico em solugdo aquosa, demonstrando propriedades ativas de superficie
(BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018). O grupo hidrofébico pode aumentar a
transicéo sol-gel e, desta forma, minimizar a concentragado do copolimero necessario
para a formulagdo (RAROKAR; SAOJI; KHEDEKAR, 2018).

Por suas excelentes propriedades estabilizadoras de proteinas e bons perfis
de seguranga os poloxameros 188 sdo um dos surfactantes mais usados em
formulagcbes biofarmacéuticas. Aliar este copolimero ao ingrediente farmacéutico
ativo, como uma proteina, proporciona a estabilizacdo da mesma por meio da
prevencdo de agregacéo e tensdes interfaciais que podem ocorrer durante muitos
estagios de produgado, armazenamento, envio e aplicagédo (GRAPENTIN et al., 2020;
PASCHEN et al., 2021).
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3.4.2 Métodos de Obtencao de Microparticulas

Ha varios métodos para obtencido de microparticulas, e as duas técnicas de
dispersao de sodlidos sao consideradas com melhores resultados para aumentar
solubilidade em agua e perfil de liberagdo. A primeira é denominada método de
fusdo, e ocorre por meio de extrusdo, e a segunda é referida como método de
evaporagao de solventes (ASHOUR et al., 2016).

O método spray drying, também chamado de secagem por pulverizagao,
corresponde a segunda técnica e consiste da transformagdo de um material fluido
em particulas secas, por meio de um pulverizador de secagem a quente. E um
processo originalmente da industria alimenticia, mas que foi perfeitamente adaptavel
a producao industrial de medicamentos. E um método de primeira escolha porque é
um processo continuo, rapido, de etapa unica e de escala viavel (ASHOUR et al.,
2016; BURHAN et al., 2019b; DESAI; PARK, 2005; MITHU et al., 2017; RATTES;
OLIVEIRA, 2007).

O principio de funcionamento do aparelho spray dryer ocorre a partir da
alimentacao liquida que é atomizada em um bico. A redugao no tamanho das gotas
leva a um grande aumento na area de superficie (FIGURA 7), as quais, agora
pulverizadas, ao passarem pela cadmara de secagem tém o solvente removido
rapidamente pelo fluxo continuo de um gas de secagem quente. Assim, formam-se
particulas secas que sao separadas do fluxo de gas e coletadas em um recipiente
coletor (ARPAGAUS et al., 2018; WANG et al., 2021).

As microparticulas, especialmente as com polimero biodegradavel, sdo
promissoras carreadoras para a liberagcdo de peptideos em longo prazo, pois
protegem estas biomoléculas de células ou enzimas do organismo humano,
facilitam a administragdo, sao eliminadas rapidamente in vivo e tém o processo de
fabricacdo estabelecido (YE; VENKATRAMAN, 2019).
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FIGURA 7 - Representagcado esquematica da formagao das microparticulas com aumento da sua area
superficial pela atomizagédo e secagem das gotas a partir de um material fluido
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Fonte: Adaptado de WANG, B. et al. A critical review of spray-dried amorphous pharmaceuticals : Synthesis ,
analysis and application. International Journal of Pharmaceutics, v. 594, n. October 2020, p. 120165,
2021.

Nota: 1: gota a partir de material fluido; 2 e 3: variados tamanhos de gotas atomizadas; 4: secagem por

pulverizag¢do; 5: precipitacdo de massa (farmaco no interior da microparticula); 6: precipitacdo de massa

(farmaco hidrofobico na superficie da microparticula); 7: formagdo de concha; 8: microparticula deformada,

podendo originar trés tipos de deformacdo; 9: deformac¢do em ondulagdo; 10: deformacdo em halo; 11:

deformagdo em copo.

A maioria dos produtos farmacéuticos comercializados que carreiam
peptideos particulados, como microparticulas, séo injetaveis, por apresentarem
maior estabilidade (SOUDRY-KOCHAVI et al., 2015). Mas a baixa adesdo do
paciente a terapia devido ao desconforto das picadas de agulha, cuja frequéncia e
tempo de tratamento podem ser prolongados, torna as vias, oral, bucal, nasal,
pulmonar, transdérmica, vaginal e retal, alternativas a parenteral, evidenciando-as
como interessantes alvos para o desenvolvimento de novas tecnologias em sistemas
de liberacdo modificada de farmaco, apesar dos desafios que elas apresentam
(CHOONARA et al., 2014; MURALIDHAR et al., 2017; SOUDRY-KOCHAVI et al.,

2015).

3.5 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA CONTENDO TIMOMODULINA

Nos ultimos anos inumeras pesquisas se voltam para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de peptideos, pois sdo uma possibilidade
promissora em contornar as susceptibilidades que estas moléculas organicas
apresentam, por meio de nanoparticulas ou de microparticulas poliméricas, que sao
verdadeiras portadoras de farmacos (BATISTA et al., 2019; ZHANG et al., 2016).
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Neste aspecto, foi realizado levantamento de literatura relacionada ao
timomodulina em quatro bases de dados, Science Direct, Web of Science, Scopus e
LILACS, com os descritores thymomodulin, thymic hormone, drug delivery system,
modified release system, microparticles, spray drying e spray dryer, para o periodo
dos ultimos vinte anos. Entretanto, as bases de dados ndo selecionaram nenhum
estudo com TMD nesta area, somente estudos de liberagcdo modificada com outros
hormaonios timicos.

Considerando a auséncia de artigos sobre sistemas de liberacado modificada
contendo TMD que demonstrem a possibilidade em reduzir a dose, a frequéncia e a
duragdo do tratamento, vislumbrando novas vias de administracdo e a melhora na
biodisponibilidade do farmaco, o presente estudo visa desenvolver, caracterizar
fisico-quimicamente e avaliar a liberagao in vitro de um sistema polimérico contendo
TMD para o tratamento imunomodulador que possa ser utilizado como ponto de

partida para o desenvolvimento de diferentes formas farmacéuticas mucoadesivas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91, Piracicaba,
Brasil);

e Agitador magnético multiplo (SP LABOR, modelo SP-10015/S, Sao Paulo,
Brasil);

e Balanga analitica (UNI BLOC, modelo ATX224, Sao Paulo, Brasil);

e Balanga termogravimétrica (PERKIN ELMER, modelo STA 6000, Waltham,
MA, Estados Unidos da América);

e Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);

¢ Difratbmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japao);

e Espectrébmetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21 com acessoério de refletdncia difusa, DRS-8000,
Quioto, Japao);

e Espectrofotdmetro (THERMO SCIENTIFIC, modelo GENESYS 10S UV-VIS,
Waltham, MA, Estados Unidos da América).

e Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lonCoater, Quioto, Japao);

e Microscopico eletronico de varredura com fonte de emissao por efeito de
campo (MEV-FEG) (TESCAN, modelo MIRA 3, Brno, Republica Checa);

e pHmetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 2221, Sao
Paulo, Brasil);

e Placa de agitagdo e aquecimento (FISATOM, modelo Q261-22, Diadema,
Brasil);

e Spray Dryer (LABMAQ, modelo MSD 0.5, Sao Paulo, Brasil);

e Sistema de calorimetria exploratéria diferencial (PERKIN ELMER, modelo
STA 6000, Waltham, MA, Estados Unidos da América);

e Sistema de ultra purificacdo de agua (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford, Estados

Unidos da América);
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4.2 SUBSTANCIAS E REAGENTES
4.2 .1 Farmaco

e Timomodulina — Pureza: 11,42% (expressa em teor de nitrogénio, cuja
especificacao é de 7 a 15%), lote: 1902001202, Galena, S&o Paulo, Brasil.

4.2.2 Polimeros

e Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (METHOCEL™ E4M Premium, Mw 86.000
g.mol™") - SIGMA-ALDRICH, So Paulo, Brasil;

e Polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno  (Poloxamero 188, Mw 8.400
g.mol™") - SIGMA-ALDRICH, So Paulo, Brasil;

4.2.3 Demais Reagentes

e Brometo de Potassio grau espectroscopico (KBr) - SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, Estados Unidos da América;

e Carbonato de sddio anidro PA (Na;COs) - Dinamica Quimica Contemporanea,
Indaiatuba, Brasil;

e Citrato de Sodio dihidratado PA (Nas;CsHs507.2H,0) - SYNTH, Sao Paulo,
Brasil;

e Fosfato de Sodio anidro monobasico PA (NaH,PO4) - REATEC, Colombo,
Brasil;

e Fosfato de Sodio bibasico heptahidratado U.S.P. (NaHPO4.7H20) - SYNTH,
Sao Paulo, Brasil;

e Hidroxido de Sodio PA (NaOH) - VETEC QUIMICA FINA, Duque de Caxias,
Brasil,

e Sulfato de cobre pentahidratado PA (CuS04.5H,0) - SYNTH, Sao Paulo,

Brasil;
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4.2.4 Filtros

e Chromafil® 0-45/15 MS, filtro hidrofilico, 0,45 uym de abertura dos poros,
Macherey-Nagel, Duren, Alemanha;

e Chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,22 ym de abertura dos poros,
Macherey-Nagel, Duren, Alemanha.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos do presente trabalho tiveram seu inicio com a sintese das
microparticulas poliméricas. A seguir, o timomodulina incorporado nas particulas foi
quantificado por meio de espectrofotometria no visivel (UV-Vis), sob método
compendial validado, aonde a eficiéncia de encapsulacdo de TMD foi avaliada.
Sequencialmente, as formulagdes foram caracterizadas por métodos morfologicos,
espectroscopicos e térmicos. O mecanismo de liberagdo in vitro do TMD das
microparticulas poliméricas foi estudado a partir do ensaio de dissolugado. As etapas

das analises estdo esquematizadas no fluxograma da FIGURA 8.

FIGURA 8 - Fluxograma das etapas de pesquisa

OBTENGCAO DAS
MICROPARTICULAS DE

TIMOMODULINA Readimento

Estudos morfoldgicos
(Tamanho médio e

SEM-FEG)

Analise térmica
(DSC e TGA)

Avaliacao por
espectroscopia
(FTIR e XDR)

Fonte: A autora

QUANTIFICAGAO }\

CARACTERIZAGAO J

LIBERACAO IN VITRO

}7

Doseamento de
timomodulina
nas
microparticulas
(UV-Vis)

Ensaios de
dissolucdo



54

4.4 OBTENCAO DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
TIMOMODULINA

A obtencdo das microparticulas poliméricas contendo TMD foi conduzida
pelo método de secagem por aspersao, também chamado de secagem por
pulverizagdo ou spray drying (BURHAN et al., 2019; CHO et al., 2015; MU et al.,
2005; RATTES; OLIVEIRA, 2007; WANG et al., 2021).

A partir do farmaco e dos polimeros foram desenvolvidas as formulagdes de
microparticulas denominadas MT (microparticulas preparadas com HPMC e
poloxamero 188 contendo ou ndo TMD). As concentragdes tedricas de timomodulina
utilizadas foram 5 (MT5), 10 (MT10) e 20% (MT20), indicadas na TABELA 1.

TABELA 1 - Composicao das formulagbes de microparticulas poliméricas contendo timomodulina
(MT5, MT10 e MT20) ou nao (MTO)

Composicao

TMD HPMC Poloxamero 188 Solugao aquosa
Formulagao (9) (9) (9) (mL)
MTO - 2,40 0,60 300
MT5 0,15 2,28 0,57 300
MT10 0,30 2,16 0,54 300
MT20 0,60 1,92 0,48 300

Fonte: A autora

Cada formulagao foi preparada da seguinte forma: os polimeros foram
solvatados em agua por agitagdo magnética (800 rev.min™'), aonde o HPMC foi
adicionado aos poucos em 200 mL de agua a 80°C e agitado por 2 horas, e 0
poloxamero 188 dissolvido em 90 mL de agua a 8°C e adicionado aos poucos na
solugdo de HPMC arrefecida, sob agitagdo magnética. Uma solucédo final de
polimeros de pH 6,0 foi obtida de acordo com a literatura (BODRATTI,
ALEXANDRIDIS, 2018) e a mesma mantida entre 2 e 8°C overnight para completa
hidratacao.

Na manha subsequente, o TMD foi dissolvido em 10 mL de agua e
adicionado aos poucos a solucdo de polimeros sob agitagdo magnética
(800 rev.min'1) por 1 h. Transcorrido esse periodo, as formulagcées foram conduzidas
a secagem por aspersdo, utilizando o Spray Dryer LABMAQ, modelo MSD 0.5,
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operando nas seguintes condigdes: didmetro do atomizador: 0,82 mm, pressao de
atomizacdo: 3 kgf.cm™, fluxo do ar de secagem: 50 L.min", fluxo de alimentagao da
formulacdo em secagem: 0,33.h™!, temperatura de entrada: 135 + 5°C e temperatura
de saida: 60 + 5°C.Para fins comparativos, foi preparada uma formulacdo de
microparticulas poliméricas sem a adi¢do do farmaco (MTO) como controle negativo,
e todas as formulagbes foram preparadas em triplicata e protegidas da luz.

4.4 1 Determinacao do Rendimento do P6

O rendimento da producéo das microparticulas poliméricas contendo o TMD
pelo método spray drying foi calculado pela equagéo 1 (BURHAN et al., 2019):

massa de pé no final do processo

Rendimento do p6 = x 100 (1)

massa de pé inicial em solucgio

4.4 2 Mistura Fisica

A mistura fisica (MF) entre os polimeros utilizados e o farmaco foi preparada
para uma caracterizacdo comparativa na proporcdo, em massa, de 1:1:1
(TMD:HPMC:Poloxamero 188).

4.5 DETERM!NAC}AO QUANTITATIVA DE TIMOMODULINA INCORPORADA NAS
FORMULACOES PELO METODO DE LOWRY

4.5.1 Equipamentos e Condigbes Espectrofotométricas

As analises colorimétricas foram realizadas em espectrofotbmetro de
absorcado na regido do ultravioleta e no visivel, modelo GENESYS 10S UV-Vis
(THERMO SCIENTIFIC, Waltham, MA, Estados Unidos da América), que opera com
cubeta de quartzo entre 190 nm e 1100 nm, com detector de fotodiodos Dual Silicon,
temperatura de aproximadamente 25°C. O comprimento de onda utilizado foi

750 nm, indicado pelo método colorimétrico eleito.
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4.5.2 Método Analitico Colorimétrico

O TMD incorporado nas microparticulas poliméricas foi determinado pelo
método de Lowry com pequenas modificacées, cuja adaptagao foi validada por
Santos (2012). O método de Lowry (LOWRY et al., 1951) € um método compendial,
cuja descricdo consta no método 2, da segao determinagdo de proteinas totais, da
farmacopeia brasileira (BRASIL, 2019), e também em protocolos como o de Krohn
(2002), se tratando de um consolidado ensaio de quantificagdo por meio da
espectrofotometria de absorgéo no visivel.

O método de Lowry € um dos ensaios mais utilizados para a determinagao
de proteina total sendo extensivo a peptideos (CHUTIPONGTANATE et al., 2012;
ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998), aonde o principio se baseia numa solugdo contendo
molibdato, tungstato e acido fosférico (reagente Folin-Ciocalteau) que sofre uma
reducdo quando reage com proteinas na presenga do catalisador cobre (ll)
produzindo um composto (complexo tetra dentado Cu”) com absor¢cdo maxima em
750 nm (FIGURA 9). A principal vantagem deste método € sua alta sensibilidade,
sendo o de escolha para amostras com baixas concentragcdes de proteinas, dentro
da faixa de 1 a 2000 pg/mL (KROHN, 2002; ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).

FIGURA 9 - Esquema da reagédo quimica entre os reagentes e as ligagdes peptidicas para o ensaio
de proteina pelo Método de Lowry
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Fonte: Adaptado de KROHN, R. I. The Colorimetric Detection and Quantitation of Total Protein.
Current Protocols in Cell Biology, v. 15, n. 1, p. A.3H.1-A.3H.28, 2002.

As solugbes que o método exige sdo quatro: reagente A, constituido pela
solugdo de Na,CO3; a 2% em NaOH 0,1 N; reagente B, solugdo de CuS0O4.5H,0 a
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0,5% e citrato de sodio 1%; reagente C, preparado imediatamente antes do uso,
composto pela mistura de 50 mL do reagente A + 1 mL do reagente B; reagente D,
reagente de Folin Ciocalteau diluido com agua purificada na proporgéo 1:1 (KROHN,
2002).

O ensaio original utiliza 5 mL do reagente C e 0,5 mL do reagente D para
cada 1 mL de amostra, entretanto, este trabalho utilizou 2 mL e 0,2 mL
respectivamente, para cada 1 mL de amostra, alteragao validada por Santos (2012),

otimizando tempo e reagentes.
4.5.3 Quantificagcdo de TMD nas Formulagbes

Para quantificar o TMD nas formulacbes, uma curva de calibracao foi
construida a partir de curvas analiticas em ftriplicata com sete pontos de
concentragdes diferentes (200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 pg.mL™"). A TABELA 2
resume as diluicbes preparadas da solugdo-mae 1 mg.mL'1 de TMD para a
construgdo da curva. A equacéo da reta e o coeficiente de correlagdo (r) foram
determinados, a analise de regresséo linear ocorreu pelo método dos minimos
quadrados e o coeficiente angular foi testado por Analise de Variancia (ANOVA),
com p < 0,05.

TABELA 2 - Preparo das amostras a partir da solugdo-méae 1 mg.mL'1 de TMD para a construgao da
curva de calibragao

Amostra* TMD Aliquota Volume de Reagente Reagente
(ng/mL) SM Agua C D
(pL) (pL) (mL) (mL)
Branco 0 0 1000 2 0,2
1 200 200 800 2 0,2
2 300 300 700 2 0,2
3 400 400 600 2 0,2
4 500 500 500 2 0,2
5 600 600 400 2 0,2
6 700 700 300 2 0,2
7 800 800 200 2 0,2

Fonte: A autora
Nota: *Média (n=3); TMD: timomodulina; SM: solugdo-mae.

O método de interpolagdo na curva de calibragdo foi empregado para

mensurar o TMD em MT5, MT10 e MT20 com a concentragao tedrica do farmaco de
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5 mg. As amostras foram solubilizadas em agua purificada, ensaiadas, duplamente
filtradas, com chromafil® 0-45/15 MS, filtro hidrofilico, 0,45 um de abertura dos poros
e chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,22 um de abertura dos poros, e lidas
por espectrofotdbmetro. A MTO foi utilizada como branco e a concentragao real de

TMD contida em cada amostra foi calculada por meio da equacgéao da reta.
4.5.3.1 Avaliacao da Eficiéncia de Encapsulagao

Com os resultados obtidos na quantificacdo de TMD, a eficiéncia de
encapsulacédo (EE%) para MT5, MT10 e MT20 foi calculada a partir da razéo entre a
concentragdo do farmaco obtida no final do processo spray-drying (carga real do
farmaco) e a concentragdo do farmaco em solugdo no inicio do processo (carga
tedrica de farmaco), segundo a equacao 2 (MITHU et al., 2017). O desvio padrao foi
calculado.

Cargareal de farmaco

EE%=( ) X 100 2)

Carga teodrica de farmaco

4.6 CARACTERIZAQAO DAS FORMULAGOES DE MICROPARTICULAS
POLIMERICAS CONTENDO TIMOMODULINA

4.6.1 Analises Morfoldgicas e de Superficie

4.6.1.1 Microscopia eletrbnica de varredura com fonte de emissao por efeito de
campo (Scanning Electron Microscope with emission of electrons by a Field Emission
Gun — SEM-FEG)

A avaliacdo morfolégica e de superficie das microparticulas foi realizada em
microscopico eletrénico de varredura (MEV-FEG-TESCAN, modelo MIRA 3, Brno,
Republica Checa). As amostras foram depositadas sobre o stub polido e recobertas
com ouro usando o equipamento de recobrimento (QUORUM Technologies Ltda,
modelo SC7620, East Sussex, BN8 6BN, Reino Unido), durante 1 minuto e 10 mA.
Durante a analise foram empregadas voltagens de aceleragdo de 10 ou 15 kV e

registradas por meio da utilizagdo de software especifico.
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4.6.1.2 Determinagéao do tamanho médio

O tamanho médio de particula foi determinado por analise estatistica das
microparticulas nas eletromicrografias obtidas pela SEM-FEG da MT5, MT10 e
MT?20 utilizando o software ImagedJ, desenvolvido pelo Instituto Nacional de Saude
Mental (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos da
América) (RASBAND, 2010). Os dados obtidos pelo ImageJ foram plotados pelo

software Origin®.
4.6.1.3 Analise por difragao de raios-X (X Ray Diffraction — XRD)

O timomodulina puro, os polimeros puros, a mistura fisica e as
microparticulas poliméricas contendo TMD foram examinadas em difratdmetro de
raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japao), scan de 2°.min™" e 26 de 3° a
80°, radiagdo Ka de cobre (L = 1.5418 A), corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV,

para a observacao de possiveis picos indicativos de cristalinidade.

4.6.2 Avaliacao por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada em Fourier

(Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR)

As microparticulas poliméricas contendo TMD, o TMD e os polimeros puros,
e a mistura fisica foram analisados por espectroscopia na regido do infravermelho,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg de cada
amostra e 196 mg de KBr grau espectroscépico (2%, m/m), no equipamento IR
Prestige 21 (SHIMADZU, Quioto, Jap&o), na faixa de 4000-400 cm™, com resolugéo

de 4 cm™ e 32 scan.min™.
4.6.3 Analise Térmica

4.6.3.1 Calorimetria exploratoria diferencial (Differential Scanning Calorimetry —
DSC)

As amostras foram colocadas em célula calorimétrica de alumina. O
instrumento utilizado foi o STA 6000 (PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados
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Unidos da América) calibrado wusando indio (In; P.F.= 156,6°C;
AHfusdo = 28,54 J.g') como padrdo. As amostras foram aquecidas a uma taxa

10°C.min”", de 20 a 600°C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™") constante.
4.6.3.2 Analise termogravimétrica (Thermogravimetric analysis — TG)

A analise termogravimétrica foi realizada em equipamento STA 6000
(PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos da América), utilizando célula
calorimétrica de alumina, onde as amostras foram aquecidas a uma taxa constante

de 10°C.min™", de 20 a 600°C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™") constante.
4.7 AVALIACAO DA LIBERACAO IN VITRO

Os ensaios de liberacao in vitro foram realizados para as microparticulas
MT10 e MT20, com quantidade correspondente a 50 mg de farmaco, por meio de
teste de dissolugdo, método 2 da Farmacopeia Brasileira (2019), em dissolutor em
cubas utilizando o aparato pa (NOVA ETICA, modelo 299-6ATTS, Vargem Grande
Paulista, Sdo Paulo, Brasil).

O meio de dissolucao utilizado foi tampao fosfato pH 6,8 a 37 +0,5°C, sob
agitacdo magnética continua de 50 rpm, no volume de 200 mL. Aliquotas de 2mL do
meio de liberagdo foram retiradas com a reposi¢cdo do meio em igual volume pelo
periodo de 3 h, nos intervalos de tempo de 5, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120 e
180 minutos. As amostras foram ensaiadas pelo método de Lowry adaptado
(SANTOS, 2012) e a quantidade de TMD liberada determinada por meio da leitura
das absorbancias em espectrofotdmetro na regiao do visivel (UV-Vis), em 750 nm.

As absorbancias encontradas foram aplicadas na equagao da reta, derivada
da curva de calibracdo previamente construida (200 a 800 pg.mL™), obtendo-se as
concentracdes de TMD para cada intervalo de tempo. As analises foram realizadas
em triplicata, mantendo-se as condi¢des sink.

Os graficos representando os perfis de liberagcédo foram obtidos plotando-se a
porcentagem corrigida de TMD liberada em funcdo do tempo. A eficiéncia de

dissolugao (ED) foi calculada por meio da equacéao 3 (SARABU et al., 2020).
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gp = B2 140 3)

V100Xt

Onde:
ED é a eficiéncia de dissolugio;

t
f y X dt é aarea sob a curva de dissolugdo em funcio do tempo;
0

Y100 X t é a area total do retangulo definido por 100% de dissolugdo e pelo tempo limite do ensaio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENGAO DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
TIMOMODULINA

As solugdes aquosas poliméricas contendo ou ndo o TMD apresentaram,
logo apdés o seu preparo, valores de pH entre 6,7 e 7,0 (TABELA 3), estando
compativel com a faixa de pH do farmaco.

TABELA 3 - Valores de pH das solugbes poliméricas contendo (MT5, MT10 e MT20) ou ndo (MTO)
timomodulina

Formulagéo MTO0 MT5 MT10 MT20

pH 70 70 68 67

Fonte: A autora

As microparticulas de hidroxipropilmetilcelulose e poloxadmero 188 (MT)
contendo timomodulina 5, 10 e 20%, MT5, MT10 e MT20 respectivamente, e as
microparticulas controle negativo, MTO, foram obtidas com éxito pelo método spray-
drying. Apds o processo de secagem por aspersao, as microparticulas das quatro
formulagdes se apresentaram com aspecto p6é seco esbranquicado como mostra a
FIGURA 10.

FIGURA 10 - Aspecto visual macroscépico das microparticulas poliméricas obtidas por spray-drying
MTO(A) e MT20(B)

A B
A ;A .

Fonte: A autora

A secagem por pulverizagdo € um método util e amplamente aplicado para
preparar particulas de proteina e peptideo em pd, onde microparticulas e
nanoparticulas podem ser formadas com maior controle sobre o tamanho da

particula, morfologia e densidade do p6 (CHO et al., 2015). Apesar de uma etapa
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ocorrer em alta temperatura, o solvente rapidamente evaporado resulta em
particulas resfriadas, o que torna o método, em condi¢des ideais, preferivel ao se
micronizar macromoléculas bioldgicas sensiveis ao calor, impedindo a sua
degradacdo (HAGGAG; FAHEEM, 2015; STAHL et al., 2002).

Atualmente, dentre os varios estudos que desenvolveram sistemas de
liberacdo modificada de peptideos em matriz polimérica, o de Salvioni et al. (2016)
utilizou o HPMC, além de outros polimeros, em tecnologia de liberacdo de trés
camadas obtendo sucesso na administracdo oral de insulina colénica em ratos
diabéticos. D’'Souza et al. (2015) também utilizaram HPMC e outros polimeros para
obter microparticulas contendo insulina, por meio do spray-drying, as quais
gastroprotegeram o farmaco, ocorrendo eficaz atividade hipoglicémica em ratos,
guase comparavel a insulina administrada por injecdo subcutanea.

Ainda, nanoparticulas (NPs) contendo exenatida foram microencapsuladas
em HPMC e Eudragit L usando o spray-drying para a administracao oral em ratos, e
apesar da pouca melhora na biodisponibilidade, pela incapacidade das NPs em reter
a exenatida, a investigacdo sobre microencapsular as NPs para promover a
passagem destas através dos enterécitos foi evidenciada, demonstrando ndo ser
apenas um revestimento protetor adicional (SOUDRY-KOCHAVI et al., 2015).

Além destes exemplos de estudos, muitos produtos farmacéuticos também
desenvolvidos a partir de microparticulas poliméricas contendo peptideos ja foram
registrados. Alguns deles estdo no mercado desde os anos 90, sendo que a maioria
das formulacbes sdo suspensdes injetaveis, de microparticulas ou implantes de
polimero, de liberacao lenta. O QUADRO 4 elenca alguns destes produtos, os quais
utilizam o poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) como polimero (LEWIS;
RICHARD, 2015).

QUADRO 4 - Exemplos de produtos farmacéuticos baseados em peptideos carreados por sistema
polimérico

(continua)
NOME COMERCIAL | SUBSTANCIA ATIVA | INDICACAO

1 | Copaxone® Acetato de glatiramero | Imunomodulador para esclerose
multipla

2 | Lupron®Depot Leuprolida Hormdnio para cancer de préstata

3 | Velcade® Bortezomibe Antineoplasico utilizado no mieloma
multiplo

4 | Sandostatin® LAR Octreotida Tratamento da acromegalia

5 | Zoladex® Goserelina Tratamento de cancer de préstata

6 | Byetta® Exenatida Tratamento do diabetes tipo 2
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QUADRO 4 - Exemplos de produtos farmacéuticos baseados em peptideos carreados por sistema
polimérico
(concluséo)

NOME COMERCIAL | SUBSTANCIA ATIVA | INDICACAO

7 | Decapeptyl® Triptorrelina Tratamento de cancer de prostata
8 | Somatuline® Lanreotide Tratamento da acromegalia;

9 | Supprelin® Histrelina Tratamento da puberdade precoce
10 | Miacalcin® Calcitonina Tratamento da osteoporose

11 | Fortical® Calcitonina Tratamento da osteoporose

12 | Suprefact® Buserelina Tratamento da endometriose

13 | Synarel® Nafarelina Tratamento da endometriose

Fonte: Adaptado de LEWIS, A. L.; RICHARD, J. Challenges in the delivery of peptide drugs: an industry
perspective. Therapeutic Delivery Delivery, v. 6, n. 2, p. 149-163, 2015.

Entretanto, como descrito na secdo sistemas de liberacdo modificada
contendo TMD, ndo ha literatura cientifica investigando a vantagem ou nédo de tais
sistemas para este peptideo imunomodulador, mas resultados expressivos de
pesquisas inovadoras com outros horménios timicos sinalizam a possibilidade em
desenvolver novas tecnologias com este farmaco. A seguir, alguns estudos
desenvolvidos em tais sistemas com horménios timicos em que foram observados
aumento da biodisponibilidade e melhora clinica dos animais.

Ti et al. (2015) demonstraram que timosina (4, um fator angiogénico,
encapsulada em estruturas de esponja (scalffold) de colageno-quitosana, produzidas
pelo método de freeze-drying (liofilizacdo), aplicadas topicamente, melhorou a
cicatrizacdo de feridas cutaneas diabéticas de ratos, com reepitelizacdo mais rapida,
melhor reorganizacdo dérmica e maior vascularizacdo da ferida.

Ainda, Jin et al. (2011) revestiram NPs de poli(butil cianoacrilato) contendo
timopentina (TP5) com quitosana ou conjugado de quitosana-glutationa, usando
polimerizacdo em emulsdo otimizada para a administracdo oral em ratos com
disfuncéo imunoldgica, ocorrendo aumento nas contagens de CD3+, CD4+ e CD8+,
sugerindo gue o sistema melhora a biodisponibilidade oral de peptideos hidrofilicos.

Peng et al. (2018) desenvolveram filmes sanduiche implantaveis de
poli(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) contendo TP5 (PHBHHX), cuja liberacéo in
vitro revelou quase nenhuma liberacdo de explosao, o tempo de liberagao in vivo foi
prolongado para 42 dias e a farmacodindmica demonstrou que os filmes
aumentaram significativamente as taxas de sobrevivencia em um modelo
imunossupressor de rato e valores CD4/CD8 restabelecidos, apontando que o0s
filmes de PHBHHx sanduiche mostram excelente potencial como sistema de

liberacdo sustentada para peptideo hidrofilico.
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Neste sentido, as concentragbes de TMD utilizadas nas formulagdes do
presente estudo foram selecionadas a fim de se obter e caracterizar microparticulas
poliméricas desenvolvidas a partir dos polimeros HPMC e poloxadmero 188 com o
propésito de investigar a promogdo da liberagcdo modificada deste sistema
mucoadesivo, 0 que acarretaria em uma melhora na biodisponibilidade, e possivel
reducdo das doses e tempo de tratamento deste imunomodulador, além de propiciar

vias de administracéo alternativas a via parenteral, como por exemplo, a via nasal.

5.1.1 Determinacgdo do Rendimento do P6

O rendimento dos pods, obtidos para as trés formulagdes de microparticulas
poliméricas contendo TMD (MT5, MT10 e MT20) por meio do método spray drying,
foi aumentando de acordo com o aumento da concentragcdo do farmaco, entretanto

os valores médios foram baixos, como mostra a TABELA 4:

TABELA 4 - Rendimento de p6 das microparticulas poliméricas contendo TMD obtidas pelo método
spray drying

Formulagao Rendimento*
(%)
MT5 14,03+1,42
MT10 18,12+3,21
MT20 21,12+0,85

Fonte: A autora
Nota: *Média (n= 3) tdesvio padrao.

De fato a literatura relata baixos rendimentos para particulas desta natureza,
ou seja, para microparticulas poliméricas provenientes do meétodo spray drying
resultantes de investigagao em escala experimental (BURHAN et al., 2019).

“A produtividade € a raz&o entre a taxa de fluxo de alimentagado e a taxa de
secagem”, os quais dependem diretamente da temperatura de entrada de secagem,
em que uma temperatura de entrada mais elevada aumenta a taxa de secagem, o
que aumenta a produtividade do pé e a porcentagem de rendimento. Contudo, o
aumento da taxa de secagem tambeém influencia fortemente o conteudo de umidade
final e a densidade aparente. A temperatura do ciclone, onde as particulas de p6 séo

separadas do ar umido e depositadas no fundo do ciclone, é reconhecida como
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temperatura do ar de saida, sendo o parametro mais importante método spray
drying, que € um indicativo da velocidade de secagem (SHISHIR; CHEN, 2017).

A partir disto, fica evidente que o baixo rendimento das MTs sofreu o
impacto dos parametros do processo, principalmente da temperatura, além da
deposicédo de po no ciclone e demais partes do aparelho, contribuindo com a perda
no processo. Entretanto, a transposicdo do método de pulverizagdo a seco para a
escala industrial resulta, normalmente, em rendimentos apropriados (SHISHIR;
CHEN, 2017; WANG et al., 2021).

5.2 DETERM!NAC}AO QUANTITATIVA DE TIMOMODULINA INCORPORADA NAS
FORMULACOES PELO METODO DE LOWRY

Para quantificar o TMD foi aplicado o método de Lowry adaptado e validado
por Santos (2012), que apesar de relatar algumas substancias interferentes, como
polissacarideos, na determinacdo e quantificagdo de proteinas e peptideos, € um
método seletivo devido a sua alta sensibilidade (CHUTIPONGTANATE et al., 2012;
ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). Como o HPMC, um dos polimeros que compés a
formulacdo MT, é um polissacarideo, foram realizadas varreduras comparativas
entre a MTO, contendo apenas os polimeros, e a MT5, contendo farmaco e
polimeros, de modo a investigar a possibilidade de interferéncia destes.

A MT5 foi eleita para comparagdo com MTO por ser a formulagdo contendo o
TMD que apresenta maior concentragdo de polimeros (95%) e, por conseguinte a
formulagédo com a concentragao de polimeros mais préxima da MTO (100%). Desse
modo, as duas solugdes foram preparadas a 10 mg.mL'1 de microparticulas,
submetidas ao método e lidas por espectrofotometro entre 200 e 900 nm.

A FIGURA 11 ilustra a comparacgao entre os espectros obtidos para as duas
solucdes, aonde A é a varredura da solugao MTO, a qual apresentou espectro com
pico de absor¢cdo apenas em 299 nm, e B é a varredura da solucdo MT5, que
demonstrou um espectro com absor¢cdo maxima em dois comprimentos de onda,
299 nm e 750 nm, confirmando que os reagentes do método formaram o complexo
tetra dentado Cu*’ apenas com o TMD presente somente na formulagédo MT5, cuja

absorgao ocorreu em 750 nm.
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FIGURA 11 - Varreduras comparativas de solugdes a 10 mg.mL'1 de microparticulas ensaiadas pelo
método de Lowry, MTO (A) com pico de absor¢gdo em 299 nm e MT5 (B) em 299 e 750 nm
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Fonte: A autora

5.2.1 Curva de Calibracao

A curva de calibracao ilustrada na FIGURA 12 demonstra a linearidade do
meétodo, que é a "capacidade do mesmo em obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em uma amostra”, dentro de uma faixa de
trabalho definida (BRASIL, 2017).

FIGURA 12 - Representacgéao gréafica da curva analitica média para a determinagdo de TMD, obtida
por espectrofotometria no UV-Vis (A= 750 nm)
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Por meio da analise de regresséo linear, foram obtidos os valores de
coeficiente angular, coeficiente linear e coeficiente de correlagédo (r), sendo r
indicador da qualidade da regressao linear obtida, devendo ser maior ou igual a
0,990, e quanto mais proximo de 1 representa menor dispersdo entre os pontos e
maior seguranga dos resultados (BRASIL, 2017).

A linearidade foi obtida com a curva analitica média no intervalo de 200 a
800 ug.mL'1, obtendo-se a equacao da reta y= 0,00034x + 0,09446, onde y é a
absorvancia e x é a concentracdo da solugdo padrdao em pg.mL'1. Os resultados
revelaram um coeficiente de correlagdo estatisticamente igual a 1 e coeficiente
angular diferente de zero (p < 0,05).

A RDC N° 166/17 orienta que o valor do coeficiente angular deve ser
significativamente maior que zero, pois ele representa a proporcionalidade entre a
variavel independente (respostas analiticas) e a variavel dependente. Aqui, o
coeficiente foi 0,00034, contudo, também sdo observados na literatura baixos
valores deste coeficiente para polipeptideos devido a variabilidade dos tamanhos
das moléculas e dos grupos cromdéforos (aminoacidos aromaticos) neles contidos, e
apesar de significativo intervalo entre as concentragdes da faixa dinamica o aumento
proporcional das absorvancias foi discreto (CHUTIPONGTANATE et al., 2012).

5.2.2 Eficiéncia de Encapsulagao

Apds as quantificagdes de TMD nas microparticulas poliméricas MTS5, MT10
e MT20, a eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi calculada por meio da equagéo 2,
cujos valores obtidos estdo resumidos na TABELA 5.

TABELA 5 - Concentragédo de TMD (%) incorporado nas microparticulas compostas por HPMC e
poloxamero 188, e eficiéncia de encapsulagéo (EE %)

Formulacao Concentragao tedrica EE* (%)
de TMD (%)
MT5 5 98,6+2,36
MT10 10 94,5+2,71
MT20 20 84,4+0,61

Fonte: A autora
Nota: *Média (n= 3) tdesvio padrao.
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Todas as formulagdes preparadas pelo método spray drying apresentaram
valores entre 84,4 e 98,6%, com baixos valores de desvio padrdo, em conformidade
com a faixa permitida pela RDC N° 166/2017 (BRASIL, 2017). Isso se deve ao
método empregado no preparo das MT ser adequado a macromoléculas sensiveis a
temperatura como farmacos peptidicos, preservando-as da degradagao e otimizando
a encapsulagao nas microparticulas.

A eficiéncia de encapsulacdo encontrada em outros horménios timicos
fornece alusdo a EE obtida para o farmaco em investigacdo, o timomodulina.
Microesferas entéricas carregadas com timosina para administragdo oral,
preparadas por técnica de evaporacdo de solvente de emulsdo 6leo em dleo,
alcangaram EE progressiva para timosina, entre 44 e 84,8%, conforme a
concentragcao de polimero foi aumentada de 1,5 para 6% (YANG et al., 2005). No
presente trabalho o mesmo ocorreu com o TMD, a formulagdgo de menor
concentragdo de farmaco (MT5) demonstrou maior EE, e a medida que a
concentracao de TMD aumentou a EE diminuiu.

Isso decorre do fato de que quanto maior a concentracdo e massa molar do
polimero maior € a viscosidade da solugdo, a qual submetida ao spray dryer impede
a forca mecénica de quebrar as gotas em goticulas, resultando em particulas de
maior tamanho, o que confere maior capacidade da matriz em aprisionar o farmaco
e alongamento da distancia de difusdo do farmaco (LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
MASKOVA et al., 2020; RANGA RAO; PADMALATHA DEVI, 1988; YANG et al.,
2005; WANG et al., 2021).

5.3 ANALISES MORFOLOGICAS E DE SUPERFICIE

5.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo por Efeito de
Campo (MEV-FEG)

As eletromicrografias obtidas por MEV-FEG, com aumento de 2.000 vezes
para o farmaco puro e de 200 vezes para os polimeros e para a mistura fisica
(TMD:HPMC:Poloxamero 188), estao indicadas na FIGURA 13. O TMD puro se
apresentou com aspecto amorfo, o HPMC e o poloxamero 188 puros com

aglomerados amorfos de superficie irregular, assim como a mistura fisica (MF).
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FIGURA 13 — Eletromicrografias revelando aspecto amorfo e irregular dos insumos puros e da MF,
em aumento de 200 a 2.000 x. TMD (A), HPMC (B), poloxamero 188 (C) e MF(D)
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Fonte: Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-LABMU)- UEPG, 2020.

Ja as eletromicrografias das microparticulas contendo ou ndo timomodulina
(MT) foram obtidas com aumento de 5.000 vezes, indicadas na FIGURA 14, a qual
revelou aglomerados de microparticulas com formato distorcido, achatado e com
rugosidades e concavidades na superficie, presentes em todas as formulagdes
(MTO, MT5, MT10 e MT20), exceto as MT5 e MT20 que também formaram
microparticulas esféricas. Apesar da variacdo da concentragao do farmaco nas MT
as estruturas se apresentaram morfologicamente similares, ndo sendo observada a

presenca de substancias amorfas na superficie das microparticulas.
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FIGURA 14 — Eletromicrografias em aumento de 5.000 x revelando morfologias esférica e/ou céncava
de superficie rugosa e/ou irregular das microparticulas poliméricas. MTO (A), MT5 (B), MT10 (C) e
MT20 (D)
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Fonte: Complexo de Laboratorios Multiusuarios (C-LABMU) — UEPG, 2020.

As microparticulas formadas por meio do método spray drying geralmente
séo esféricas de diversos tamanhos (SOSNIK; SEREMETA, 2015). Entretanto,
também podem formar microparticulas cbncavas como as encontradas nas
morfologias das MT, fenbmeno decorrente da extragdo do solvente do meio da
goticula produzindo uma pressao interna que colaba a particula, ou do impacto das

particulas umidas na parede da camara de secagem (WANG et al., 2021).
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5.3.2 Determinagdo do Tamanho Médio

As microparticulas de todas as formulagdes apresentaram tamanhos
variados, com um discreto aumento no valor das médias da MT5, MT10 e MT20 a
propor¢cao que a concentracao de farmaco aumentou como informa a TABELA 6. As
baixas dimensdes se encontram dentro da faixa da microescala (1-1000 pm)
demonstrando o sucesso na obtencdo de microparticulas poliméricas contendo
timomodulina (AHADIAN et al., 2020; LENGYEL et al., 2019).

TABELA 6 - Valores obtidos de tamanho médio para as microparticulas poliméricas contendo (MT5,
MT10 e MT20) ou ndao TMD (MTO)

Formulagao Tamanho médio (um)
Média* DP**
MTO 11,857 +11,225
MTS 8,290 +10,895
MT10 10,060 +8,249
MT20 12,572 +16,963

Fonte: A autora
Nota: *Teste estatistico: histograma (féormula de Sturges); **DP: Desvio padrao.

O alto valor para o desvio padrao confirma a diversidade de tamanhos
entorno da média observada tanto nas eletromicrografias quanto nos histogramas
(FIGURA 15), aonde a distribuicdo de frequéncia do tamanho meédio das
microparticulas tanto da MTO (formulagcdo sem farmaco) quanto das MT5, MT10 e

MT20 (contendo farmaco) se concentrou em particulas com até 10 um de tamanho.



73

FIGURA 15 - Distribuicao de frequéncia do tamanho das microparticulas poliméricas das formulacoes
MTO, MT5, MT10 e MT20 indicando a predominancia das areas em até 10 um
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5.4 ANALISE ESTRUTURAL

5.4.1 Andlise por Difragdo de Raios-X (X Ray Diffraction — XRD)

Substancias no estado soélido possuem caracteristicas cristalinas e/ou
amorfas e a analise por difracdo de raios-X identifica estas caracteristicas, cujo
padrdo é unico para cada composto cristalino (YANG et al., 2020). A FIGURA 16
ilustra os difratogramas do farmaco e dos excipientes puros, aonde foi possivel
observar quatro infimos picos em 26= 5,98° 19,26° 28,22° e 40,34° para o
timomodulina, dois picos em 26= 9,06° e 20,1° tipicos de HPMC comprovando sua
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natureza semicristalina,em acordo com a literatura (YANG et al., 2020; ZHANG et
al., 2018), e dois picos bem definidos e de grande intensidade em 26= 19,06° e

23,26° para o poloxamero 188 apontando seu estado cristalino (ZHAI et al., 2017).

FIGURA 16 - Difratogramas indicando estado amorfo para TMD, semicristalino para HPMC e
cristalino para poloxadmero 188
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Ja a FIGURA 17 apresenta, além dos difratogramas dos componentes
puros, os difratogramas da mistura fisica (TMD:HPMC:Poloxadmero 188) e das
microparticulas poliméricas (MTO, MT5, MT10 e MT20), possibilitando a comparagao
entre eles. A MF demonstrou picos coincidentes com os do farmaco, indicados pelas
duas setas abaixo do difratograma, e com os dos polimeros, observando-se que a

mistura n&o alterou a cristalinidade dos compostos.



75

FIGURA 17 - Difratograma comparativo entre os insumos puros, MF e microparticulas poliméricas
(MT)
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Com relagdo as MTs, visualizou-se em todas as formulagdes, contendo ou
nao o TMD, o desaparecimento dos picos de cristalinidade do farmaco e suavizacao
dos picos dos excipientes, indicando que ocorreu completa amorfizagdo de TMD e
amorfizacdo dos polimeros durante o processo de encapsulagdo. Adicionalmente, a
MT20 demonstrou um pico, indicado pela seta, que aparentemente seria do farmaco,
entretanto ao localizar em 26= 26,04° observa-se que corresponde ao poloxamero
188.

A amorfizagdo da formulacao € considerada benéfica, pois favorece a difuséo
das moléculas dos farmacos através da parede da matriz polimérica resultando em

uma liberagéo controlada dos farmacos encapsulados (YANG et al., 2020).

5.4.2 Avaliacdo por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada em Fourier

(Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR)

A FIGURA 18 ilustra o espectro de FTIR de TMD, o qual mostrou uma de
vibragdo de estiramento N — H com sobreposicdo da banda de vibracdo de
estiramento do grupo OH em ligagdo de hidrogénio intermolecular (3381 cm™),

vibracdo de estiramento de carbono hibridizado sp3 (2972 e 2968 cm'1), vibracio de
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estiramento C = O de amidas N-substituidas (1693 cm™), vibragdes de estiramento
H,C = CH, de aromatico e vibragdes tipicas de estiramento C = O de amida | (1631
cm'1), que € devido a vibragdo de alongamento da cadeia peptidica. Vibragao de
deformacdo angular assimétrica C — H (1408 cm™) e vibragdo de estiramento C — N
(1078 cm™). Os dados encontrados para o TMD sdo compativeis com os
encontrados para peptideos na literatura (BIMLESH MANN; RAMESH POTHURAJU;
KUMAR BAJAJ, 2021; LAN et al., 2020; RADETA et al., 2007; WANG et al., 2015).

FIGURA 18 - Espectro de FTIR de timomodulina, com bandas sugestivas a ligagdes quimicas dos
principais grupos funcionais de peptideos
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A FIGURA 19 mostra o espectro do HPMC com bandas caracteristicas em
3512 cm™' (vibragdo de estiramento OH), 2897 cm™ (vibragdo de estiramento C - H),
1375 cm' (vibracdo de flexdo CHs assimétrica), 1060 cm™' (vibragdo de
alongamento assimétrico C - O) e 941 cm™" (vibragéo de alongamento simétrico C —
O) (AL-ANI et al., 2019; DING; ZHANG,; LI, 2015; NAMVIRIYACHOTE et al., 2020).
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FIGURA 19 - Espectro de FTIR do HPMC com bandas caracteristicas dos principais grupos
funcionais
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A FIGURA 20 se refere as principais bandas do espectro do poloxamero 188
com vibracdo de estiramento C — H (2883 cm™') e vibragdo de alongamento
assimétrico C — O (1109 cm™") (MANCA et al., 2020; PARDHI; JAIN, 2021; YAN et

al., 2010).

FIGURA 20 - Espectro de FTIR do poloxamero 188 com bandas caracteristicas dos principais grupos
funcionais
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Os espectros comparativos de FTIR para TMD, polimeros (HPMC e
poloxamero 188), mistura fisica (as bandas correspondem a soma das bandas
individuais dos polimeros e do farmaco) e para as formulagbes de microparticulas
(MTO, MT5, MT10 e MT20) estdo demonstrados na FIGURA 21.
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E possivel observar que os espectros da mistura fisica e das MT indicam que
nao houve alteragdo dos grupos funcionais dos componentes das formulagdes, cujas
bandas se mantiveram, mas com menor intensidade em razdo da
microencapsulacao. Ainda, nota-se a banda de vibracdo de estiramento C = O da
amida | (1654 cm™) presente em MT5, MT10 e MT20, indicado nos espectros, de
intensidade progressiva em fungdo do aumento da concentragdo de TMD, em regiao
muito semelhante ao do farmaco puro (1631 cm™), ndo sendo observada na

formulagdo MTO, sem o farmaco.

FIGURA 21 - Espectro FTIR comparativo entre TMD, polimeros, mistura fisica e as microparticulas
poliméricas (MT), destacando os espectros das formulagdes contendo TMD (MT5, MT10 e MT20) que
apresentaram banda em 1654 cm™, ndo ocorrendo na MTO, indicando a presenca do farmaco e
sugerindo que nao houve ligagdes quimicas entre os componentes
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Fonte: A autora

O processo de formulagdo microparticulado provavelmente € a razao de tal
deslocamento de absorcdo e do aumento da intensidade da banda, sendo nesta
situagdo a presengca de farmaco na superficie da particula registrada pelo
interferograma. Portanto, os resultados sugerem que ndo houve ligagdo quimica
entre 0os componentes, pois ndo ocorreram deslocamentos significativos nas
principais bandas quando comparadas com aquelas nos espectros das substancias
isoladas, tdo pouco aparecimento de novas bandas (ABRIATA et al., 2019; ZANETTI
et al., 2019).
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A espectroscopia no infravermelho por transformada em Fourier é uma
analise que identifica estruturas quimicas de substancias organicas através da
detecgdo de suas ligagdes e grupos funcionais, e a partir disto permite revelar se
houve interacdbes moleculares entre os farmacos e o0s excipientes nas
microparticulas. Assim sendo, € uma importante analise que caracteriza os grupos
funcionais presentes nos compostos da formulagao, além de confirmar a integridade
do farmaco apds o processo da microencapsulacéo (ABRIATA et al., 2019; ZANETTI
et al., 2019).

Os espectros de FTIR de proteinas e peptideos podem ser distinguidos de
outros compostos pela presenga de duas bandas tipicas, amida | e/ou amida II,
decorrentes das ligagbes peptidicas através das quais os aminoacidos sao ligados
para formar uma cadeia polipeptidica (BIMLESH MANN; RAMESH POTHURAJU,;
KUMAR BAJAJ, 2021).

5.5 ANALISE TERMICA

5.5.1 Andlise Termogravimétrica (Thermogravimetric analysis — TGA)

A FIGURA 22 demonstra os termogramas comparativos obtidos por TGA

para o TMD e para os polimeros (HPMC e poloxamero 188).

FIGURA 22 - Curvas de TGA de TMD e polimeros (HPMC e poloxdmero 188) indicando as
degradacdes térmicas destes componentes isolados
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Os eventos nestas curvas s&o melhores visualizados nos termogramas de
TGA e de sua derivada primeira de TG (DTG) na FIGURA 23, aonde o TMD revelou
cinco decaimentos entre 21 e 486 °C, indicando instabilidade térmica para esta faixa
de temperatura, sendo que o primeiro evento observado entre 21 e 135 °C se deve,
provavelmente, a uma perda de umidade encontrada na amostra. O segundo evento
foi entre 135 e 250 °C, com percentual visualmente significativo de perda de massa,
sugestivo ao seu ponto de fusdo em aproximadamente 200 °C. E as demais
degradagdes entre 250 e 486 °C.

Ainda na FIGURA 23, a curva do HPMC demonstrou dois eventos de
degradagao entre 24 e 401 °C, no qual o primeiro € agua de cristalizagdo e o
segundo é a fusdo. E o poloxdmero 188 apresentou unico evento entre 280 e

424 °C, correspondente a fusao.

FIGURA 23 - Termogramas obtidos de TGA e DTG indicando cinco degradacgdes térmicas para TMD,
duas para HPMC e uma para poloxamero 188
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As curvas comparativas entre a mistura fisica e as MTs est&o ilustradas na
FIGURA 24, as quais demonstraram que todas as formulagdes contendo o farmaco
tiveram auséncia de alguns eventos térmicos ou diminuicdo de perda de massa para
a faixa de instabilidade do farmaco puro, o que é visivel quando comparado com a

curva da MF.

FIGURA 24 - Curvas de TGA apontando diminuigdo das degradagdes térmicas de TMD contida nas
formulagbes de microparticulas poliméricas (MT5, MT10, MT20) quando comparadas a mistura fisica
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A TGA e DTG da MF e das formulagdes contendo ou ndo o TMD (FIGURA
25) detalham tais eventos. O primeiro termograma se refere a MF, o qual apresentou
trés decaimentos: o primeiro entre 20 — 114 °C, atribuido a umidade do farmaco, o
segundo entre 148 — 253 °C referente a degradagdo de TMD, porém observa-se
uma diminuicdo da perda de massa, e o terceiro entre 253 — 430 °C, relacionado a
fusdo dos dois polimeros. A curva para MTO revelou apenas um evento com inicio
em aproximadamente 153 °C e término em 433 °C, associado aos excipientes.

Ainda, as formulagdes apresentaram curvas visualmente parecidas com a
MTO, entretanto, MT5 demonstrou um decaimento correspondente a faixa do
segundo evento de TMD puro, mas com discreta perda de massa. E de forma
semelhante a curva de MT5, MT10 e MT20 apresentaram maior e progressiva
degradagao de TMD em fungéo da concentragao do farmaco, além de um evento no

inicio da curva associado a umidade, porém de menor percentual de perda.
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FIGURA 25 - Termogramas obtidos de TGA e DTG da mistura fisica (MF) e das microparticulas
poliméricas (MT) demonstrando diminuicdo dos eventos térmicos de TMD na MT5, MT10 e MT20
quando comparados a MF e a MTO
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Assim, foi possivel observar a partir da analise termogravimétrica dos
componentes isolados e associados na matriz polimérica que houve melhora da
estabilidade térmica de TMD apds a sua microencapsulacdo por meio do método
spray drying, pois ocorreu diminuigdo de eventos de degradagdo térmica e de
quantidade perdida de massa de farmaco.

A analise termogravimétrica fornece medidas das alteragées ou perdas de
massa da amostra em fungdo de programacgao de temperatura ou de tempo pela
qual a amostra € submetida. Deste modo, € possivel obter informagdes sobre
dessolvatacdo e decomposicdo da substéncia investigada, o que possibilita
caracteriza-la revelando a sua estabilidade térmica, ou seja, a faixa de temperatura
em que ela adquire composicao quimica fixa, definida e constante, além de apontar
possiveis alteragdes dos componentes em pré-formulagdes (COSTA et al., 2020; DE
OLIVEIRA; YOSHIDA; DE LIMA GOMES, 2011; JHA; SHAH; AMIN, 2020).

5.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (Differential Scanning Calorimetry — DSC)

Os termogramas avaliados por DSC de TMD, do HPMC, do poloxédmero 188,
da MF e das MT esté&o ilustrados na FIGURA 26. Para o TMD foi observado uma
curva com temperatura inicial de 163,61 °C, um pico endotérmico pouco definido e
de baixa intensidade em 197,32 °C, uma rampa de evento exotérmico em 226 °C
com pico de baixa intensidade em 242,94 °C, que provavelmente deve-se ao evento

de degradagao mais proeminente do farmaco.

FIGURA 26 - Curvas de DSC de TMD, HPMC, poloxamero 188, MF e microparticulas poliméricas
(MTO, MT5, MT10 e MT20)
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O HPMC apresentou um pico de fusdo em aproximadamente 362 °C, sendo
que a literatura que relata variados pontos de fusdo para esta substancia em fungao
do grau de metoxilagcdo da molécula (MASKOVA et al., 2020; YANG et al., 2020). O
poloxdmero 188 mostrou dois eventos endotérmicos, a 55,22 e a 395,64 °C, em
acordo com a literatura (PARDHI; JAIN, 2021; YINGNGAM et al., 2019).

A MF retratou os eventos endotérmicos do farmaco e dos polimeros
isolados, indicados pelas setas, entretanto de intensidade bem diminuida. E
finalmente, as curvas obtidas por DSC para as MT se apresentaram de forma
semelhante, sem sinal de evento caracteristico de TMD e com apenas um pico
endotérmico relacionado a fusdo dos polimeros, o que indica a total amorfizacdo do
peptideo pelo processo de microencapsulagao.

Os picos poucos definidos na curva de TMD e a temperatura de fusdo
encontrada para o HPMC podem estar relacionados com o grau de pureza das
substancias, sendo que quanto mais puro o composto, melhor definido é o pico do
evento e correspondente temperatura (COSTA et al., 2020).

A TG e a DSC sao analises que se complementam, e por isso a
interpretacdo dos resultados devem ser concomitantes, de forma a permitir
conclusdes mais precisas (COSTA et al., 2020; JHA; SHAH; AMIN, 2020). Ainda n&o
ha relatos de analises térmicas com o extrato timico em questdo, o qual revelou ser
um peptideo com um alto ponto de fusdo, em torno de 200 °C, mas com muitos
eventos de degradagao, comprovando a instabilidade fisica. Ademais, a medida que
a concentracdo de TMD foi aumentando nas MT, a perda de massa da mesma
também aumentou fato concernente a eficiéncia de encapsulacdo, aonde o maior
indice foi obtido com a MT5.

Calorimetria exploratéria diferencial se baseia na quantificagdo da perda ou
ganho de calor que resultam em mudancgas fisicas ou quimicas na amostra, em
funcdo da temperatura (COSTA et al., 2020).

Desta forma, a andlise térmica € um conjunto de técnicas analiticas,
constituido pelas termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial, capazes de
avaliar uma propriedade fisica de um composto por intermédio de um programa de
temperatura. Estas duas analises s&o como que impressdes digitais dos compostos,
pois cada material apresenta eventos térmicos caracteristicos com comportamentos

distintos em funcdo da composi¢cao quimica, por isso sao analises complementares
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entre si, de maneira que a interpretacdo dos termogramas ocorre
concomitantemente (COSTA et al., 2020).

5.6 AVALIACAO DA LIBERAGAO IN VITRO

Os perfis de liberagao in vitro obtidos para as microparticulas poliméricas
MT10 e MT20, para uma concentracdo tedrica de 5 mg de farmaco, estdo
apresentados na FIGURA 27. As duas formulagdes foram eleitas para este ensaio
considerando-se os maiores rendimentos do p6 com as maiores concentracdes de
farmaco e menores concentragdes de MT contidas no pd. Apesar da maior eficiéncia
de encapsulagao (EE) ter ocorrido com a MT5, os outros trés requisitos ficaram
opostos quando comparados com a MT10 e MT20.

Além disso, a EE da MT10 (94,5%) ficou muito proxima da EE da MT5
(98,6%), de modo que aquela foi representativa para ambas as formula¢gdes com a
vantagem de necessitar apenas a metade da quantidade de pé da MT5 para a
mesma concentracdo tedrica de farmaco, o que é importante para o
desenvolvimento de formulagdes, desde que se respeitem os critérios de produgao
da forma farmacéutica (ALDERBORN, 2016).

FIGURA 27 - Perfis de liberagdo do TMD das microparticulas MT10 e MT20 em meio de dissolugao
tampéao fosfato (pH: 6,8)

Dissolugao TMD (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min)
Fonte: A autora



86

A formulagdo MT10 demonstrou a liberagdo de 20% do farmaco em 90
minutos e a formulagao MT20 liberou 20% do farmaco no tempo de 120 minutos. No
periodo avaliado (total de 180 minutos) observou-se a liberagdo maxima de 23% de
timomodulina do sistema polimérico, o que pode provavelmente estar relacionado
com o meio de dissolugao utilizado (tampé&o fosfato pH 6,8).

A maior parte dos processos que acontecem em um sistema de liberagao
modificada pode ser resumida em trés classes, a difusdo, a liberagao por processo
de ativagdo e a desagregagao/erosado polimérica, sendo que esta ultima controla a
liberagdo do farmaco a partir de matriz formada por polimeros hidrossoluveis.
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Para farmacos soluveis, a sua liberacdo pelo sistema ocorre por meio de
quatro etapas sequenciais da desagregagao/erosao polimérica: difusdo do meio para
o interior da matriz, hidratagao e intumescimento da matriz, dissolugdo do farmaco e
difusdo do farmaco através dos canais intersticiais da matriz para o meio externo
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Desta forma, a difusdo do farmaco €& fortemente influenciada pela
viscosidade que a matriz fornece, pois quanto maior a viscosidade (rigidez do gel
formado) maior é o controle da liberagdo do farmaco pelo sistema. Neste aspecto, o
HPMC tem papel central na liberagdo de TMD pelo sistema matricial polimérico aqui
desenvolvido, pela propriedade em se gelificar na presenga de agua formando uma
estrutura em camadas, o que promove o controle da dissolugdo e da liberacdo do
farmaco de dentro da matriz (KRESE et al., 2016; LAMOUDI; CHAUMEIL; DAOUD,
2016; MASKOVA et al., 2020).

Ainda, pela diversidade de apresentacbes de HPMC’s varios fatores tais
como, peso molecular, grau de polimerizacdo, grau de substituicdo metoxil e
hidroxipropoxil, e grau de viscosidade também interferem diretamente na formagao
do gel. O excipiente utilizado neste estudo, o Methocel E4M, pertence a classe dos
HPMC’s de alta viscosidade, porém dentre eles € o de menor grau, sendo indicado
para aplicacao local em mucosas, principalmente para conter biomacromoléculas.
(KRESE et al., 2016; MASKOVA et al., 2020).

Além destes fatores, estudos relatam a influéncia de outros solutos
presentes no meio de dissolugcdo, como eletrdlitos, agucares dietéticos, lauril sulfato
de sédio e etanol. Uma maior concentracido destas substancias, dentro da faixa mais

baixa de sua concentragdo, acarreta em uma liberagdo progressivamente mais lenta
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do farmaco pela matriz, ja em altas concentragdes a maior afinidade delas com a
agua ocasionam baixa hidratagdo do HPMC levando a sua precipitagéo,
comprometendo a barreira de difusdo das camadas de gel, resultando em maior
liberagao de farmaco (KRESE et al., 2016).

Assim, ambas as formulagcdes, MT10 e MT20, apresentaram perfis de
liberagdo semelhantes, aonde houve uma rapida liberagao inicial (burst effect)
(MASKOVA et al., 2020), com uma taxa de liberagdo em torno de 9%, seguido de
uma liberagdo lenta e progressiva, mas permanecendo com baixos percentuais de
dissolucdo. Por isso, apesar das microparticulas terem apresentado alta eficiéncia
de encapsulagao, fica sugestivo que o meio de dissolugéo utilizado na concentragéo
de 100 mM, a fim de obter pH 6,8, pode ter influenciado a hidratagdo do HPMC e por
consequéncia interferido na dissolucdo de TMD, resultando em baixas taxas de
farmaco liberado pela matriz polimérica.

Como mencionado anteriormente, ndo ha estudos de sistemas com
liberagdo modificada contendo o TMD, no entanto a investigagcdo de SOUDRY-
KOCHAVI et al. (2015), ja descrita na seg¢ao 5.1, encontrou resultados semelhantes
para a avaliagdao da liberacdo in vitro de nanoparticulas contendo exenatida,
microencapsuladas em HPMC e Eudragit L pelo método spray-drying para a
administracao oral.

Nesta avaliagao, a liberagdo maxima do farmaco foi de 15% num periodo
total de 240 minutos. Os autores sugerem que a liberagdo de exenatida foi baixa em
funcdo da sua desnaturagdo durante a pulverizagdo das microparticulas ou pela
reticulacdo entre as moléculas de BSA ou com o glutaraldeido, utilizados para obter
as nanoparticulas, aonde resultaram numa baixa eficiéncia de encapsulagao (40%)
(SOUDRY-KOCHAVI et al., 2015).

Finalmente, considerando a equacgao 3, a eficiéncia de dissolugdo avaliada
no tempo final de 180 minutos foi de 7,75% e 7,79% para as microparticulas MT10 e
MT20, respectivamente. A TABELA 7 resume os dados do perfil de liberagcado e da

eficiéncia de dissolugcio para cada formulagao.
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TABELA 7 - Dados do perfil de liberagao e eficiéncia de dissolugao das MT10 e MT20

MEIO DE DISSOLUCAO pH 6,8 (5 a 180 minutos)
AMOSTRA Yomax. TEMPOwax. ED(%)
MT10 23,07 180 minutos 7,75
MT20 23,77 180 minutos 7,79

Fonte: A autora
Nota: Y%max.: porcentagem maxima liberada no periodo avaliado; TEMPOy,ix . tempo em que houve
liberagdo maxima do farmaco no periodo avaliado; ED: eficiéncia de dissolugao.

Ficou demonstrado que as formulacées MT10 e MT20, apesar da diferenca
nas concentragdes do farmaco, apresentaram desempenhos semelhantes, com
baixas taxas de liberacdo do farmaco, exceto os tempos de liberagcdo da taxa de
20% de TMD em que a MT10 antecedeu (90 minutos) a MT20 (120 minutos), fato
ocorrido ao contrario no estudo de YANG et al. (2005), no qual a timosina liberada
com maior percentual foi das microparticulas constituidas de menor concentragao
polimérica. Contudo, elevadas taxas de eficiéncia de dissolugdo sao relatadas pela
literatura para as formas farmacéuticas de liberagdo imediata (FORTUNATO et al.,
2007), de modo que uma reducado do valor da eficiéncia de dissolugdo do TMD,
promovida pelos materiais poliméricos utilizados, se torna interessante estratégia
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacdo modificada do tipo
prolongada.

A liberagao in vitro € um teste imprescindivel, pois investiga a performance
de uma determinada forma farmacéutica, por meio de método compendial ou de
monografia da substancia a ser avaliada, com a finalidade de assegurar a eficiéncia
e seguranga de novos sistemas de liberagao de farmacos (JUG et al., 2018).

Deste modo, o ensaio informa acerca da dissolucédo e do perfil de liberagao
do farmaco pelo sistema, os quais sdo requisitos fundamentais para: desenvolver
formulagdes farmacéuticas, parametrizar o controle de qualidade, direcionar o
estudo de liberagdo in vivo e comprovar etapas do processo regulamentar do
produto. Esta avaliagdo € de tal importancia que em algumas formulagdes o estudo
se torna crucial para a investigagédo da atividade farmacoldgica (BRASIL, 2019; JUG
et al., 2018; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).
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6 CONCLUSAO

As microparticulas poliméricas contendo timomodulina (TMD) formuladas a
partir de hidroxipropilmetilcelulose e poloxamero 188 (MT5, MT10 e MT20), foram
obtidas com sucesso pelo método spray-drying.

Os sistemas apresentaram microparticulas com formato variado, esférico
e/ou distorcido, de superficie lisa, rugosa ou cobncava, com dimensdes dentro da
faixa da microescala.

O XRD confirmou que o método de encapsulacéo foi eficiente e o farmaco
encontra-se predominantemente em disperséao molecular na matriz polimeérica.

As analises espectroscopicas por FTIR confirmaram que ndo houve reagao
quimica que mudasse a estrutura quimica do farmaco ou dos polimeros, indicando
que ambos néo interagem significativamente.

A analise térmica por TG/DTG e DSC também indicaram que ndo houve
interacao entre o farmaco e os excipientes e que a microencapsulacido melhorou a
estabilidade térmica do farmaco.

O método colorimétrico foi seletivo e linear para a determinacdo e
quantificacdo do farmaco nas formulagdes, as quais apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacao.

O ensaio de liberacéo in vitro revelou um perfil de dissolugdo lento, gradual e
progressivo do farmaco das microparticulas MT10 e MT20 com baixas taxas de
liberacdo do farmaco e de eficiéncia de dissolugdo. Contudo, essa reducao
evidenciou que o sistema polimérico é uma importante estratégia para a liberagéo
modificada de farmaco do tipo prolongada.

Desta forma, todos os objetivos do presente trabalho foram alcangados: o
desenvolvimento e obtencdo de um sistema de liberagdo modificada de
microparticulas poliméricas contendo o timomodulina, a sua caracterizagao fisico-
quimica e a avaliagéo da liberagao in vitro das microparticulas.

Ainda sim, estudos complementares como, avaliar a liberagcéo in vitro em
meios de dissolugdo com pH acido, comparar com a liberagao in vitro do farmaco em
sistema de liberagcado imediata, avaliar a liberagao in vivo, investigar a gelificagao in
situ, e verificar o efeito citotoxico in vitro, sdo necessarios para definir o potencial
deste sistema para o desenvolvimento de diferentes formas farmacéuticas

mucoadesivas que promovam biodisponibilidade melhorada.
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