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RESUMO

A utilizacao de sistemas de liberagcdo controlada de bioativos é um tema que recebeu
grande destaque nas ultimas décadas no setor farmacéutico, devido aos grandes
beneficios terapéuticos e as vantagens econdémicas associadas. O estudo sobre a
utilizacado de copolimeros na dissolucdo de bioativos pouco sollveis em agua vem
sendo cada vez mais praticado, devido, principalmente, a baixa toxicidade desses
carreadores e da sua alta eficiéncia no processo de dissolucdo. Com o0 uso de
copolimeros surfactantes, que formam micelas em solucdo, é possivel aumentar a
solubilidade e atuar na liberacéo controlada de bioativos hidrofébicos no organismo.
Esse trabalho prop6e investigar o uso do polimero polietilenoglicol (PEG) como aditivo
em solugbes aquosas do copolimero Pluronic® F127, desenvolvendo estudos de
solubilizacdo, liberacdo e citotoxicidade em neutréfilo humano, com o objetivo de
otimizar a solubilizacdo dos bioativos griseofulvina, quercetina e mangiferina. Utilizou-
se a técnica de inversao de tubo para o estudo das propriedades geleificantes das
misturas entre F127 e os PEG 400, 6K e 35K. Os sistemas contendo os aditivos
poliméricos PEG 400, 6K e 35K mostraram-se como alternativas promissoras para o
uso em administracao subcutanea de bioativos hidrofobicos, sendo compativeis com
as caracteristicas de geleificacdo do constituinte F127 puro, pois promove uma
diminuicdo da concentracéo de formacéo de gel. Para os trés bioativos em estudo,
observou-se que as estruturas micelares de F127 1% imersas em aditivo PEG 6K a
uma concentracdo de 0,5 % apresentaram os melhores valores de solubilizagcéo
guando comparado as outras porcentagens, os bioativos foram quantificados por
espectroscopia UV-Vis. A citotoxicidade foi investigada através da atividade da LDH
em neutréfilo humano (5 x 10° células/mL). Em geral, os sistemas (PEG 6K 0,5% +

F127 1%) ndo mostraram citotoxicidade significativa.

Palavras-chave: Copolimeros em bloco. Solubilizagdo de bioativos.
Nanocarreadores. Neutrofilo.



ABSTRACT

The drug delivery systems is a topic that has received much attention in the last
decades in the pharmaceutical sector, due to the large therapeutic benefits and the
economic advantages. The study on the use of copolymers in the dissolution of poorly
water soluble bioactive has been increasingly practiced, mainly due to the low toxicity
of these carriers and their high efficiency in the process of dissolution. Using polymer
surfactants forming micelles in solution, it is possible to increase the solubility and act
in the controlled release of hydrophobic bioactive in the body. This study aimed to
investigate the use of the polyethylene glycol (PEG) polymer as an additive in aqueous
solutions of Pluronic® F127 copolymer, developing solubilization studies, release and
cytotoxicity in human neutrophils with the aim of optimizing the solubilization of
bioactive griseofulvin, quercetin and mangiferin. Using the tube inversion technique to
study the gelling properties of mixtures of F127 and PEG 400, 6K and 35K. The system
containing the polymeric additive PEG 400, 6K and 35K are shown as promising
alternatives for use in subcutaneous administration of hydrophobic bioactive, being
compatible with the gelling characteristics of F127 pure constituents as promotes a
decrease in concentration of formation gel. For the three bioactive study, it was
observed that the micellar structures F127 immersed in 1% PEG 6K additive at a
concentration of 0.5% showed good solubility values as compared to other
percentages, the bioactive was quantified by UV-Vis spectroscopy. The cytotoxicity
was investigated by LDH activity in human neutrophils (5 x 10° cells / ml). In general,

the systems (PEG 6K 0.5% + 1% F127) have show no significant cytotoxicity.

Keywords: Block copolymers. Solubilizing agents. Nanocarriers, Neutrophil.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo da nanotecnologia para o desenvolvimento de medicamentos
mais seguros e eficazes € o caminho trilhado pelas industrias farmacéuticas e de
biotecnologia nas ultimas décadas, sendo impulsionada principalmente pela grande
guantidade de novos e eficientes sistemas de administracdo de farmacos baseados
em nanoparticulas (KAMALY et al., 2012).

Na descoberta de medicamentos, aproximadamente 70% dos novos
candidatos a farmacos demonstram uma baixa ou praticamente nenhuma solubilidade
em agua constituindo um fator limitante para a atividade in vivo. Essas substancias
bioativas apresentam uma baixa biodisponibilidade in vivo ap6s a administragao oral
decorrente de sua baixa solubilidade em agua, ou seja, baixa dissolucdo nos fluidos
gastrointestinais. (KAWABATA et al. 2011).

Portanto, o estudo de solubilizag&o in vitro tem sido reconhecido como um
elemento importante para predizer o desenvolvimento de medicamentos, assim,
aumentar a taxa de dissolucdo de drogas pouco solluveis e sua biodisponibilidade in
vivo (KHADKA et al., 2014).

A medicina moderna em muitas circunstancias faz uso de grandes
guantidades de medicamentos para o tratamento de enfermidades, os quais atingem
diversas células do corpo de forma indiscriminada (BADER; PUTNAM, 2014). Desta
forma, o desenvolvimento de nanocarreadores poliméricos propostos pela primeira
vez por BADER e colaboradores em 1984, visa ndo apenas potencializar a eficacia
terapéutica como também, reduzir a dose e, consequentemente pode implicar na
diminuicao dos efeitos colaterais. (KHADKA et al., 2014).

Pesquisas bibliograficas mostram que a utilizacdo de polimeros para a
liberacdo controlada de farmacos é capaz de direcionar os efeitos da droga a uma
populacdo de células especificas, visando a reducdo de muitos problemas
relacionados a administracdo sistematica de farmacos. Estes problemas incluem a
biodistribuicdo no corpo, a falta de especificidade, a necessidade de grandes doses
para alcancar altas concentracdes locais e outros efeitos colaterais derivados da
administracao de altas doses de ativos (BADER; PUTNAM, 2014).

Polimeros sdo moléculas de alto peso molecular, formadas por unidades

estruturais menores, conhecidas como mondémeros. A palavra polimero é de origem
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grega, onde poli significa muitos e meros significa partes. Podem ser encontrados

abundantemente na natureza ou sintetizados, desempenhando um papel biolégico
importante na forma de carboidratos, proteinas, lipidios, acidos nucleicos e industrial
como a celulose das plantas (principal constituinte do papel) e o poliisopreno
(borracha natural). Devido as suas diversas propriedades e caracteristicas, como
tamanho, forma tridimensional e algumas vezes assimetria, os polimeros podem ser
amplamente utilizados para diferentes finalidades, principalmente os copolimeros, no
qual vém sendo extensamente aplicado na industria farmacéutica para a formulagéo
de farmacos. (ATKINS; DE PAULA, 2011; AGUILAR et al., 2007; CARRAHER, 2003).

1.1.Copolimero Tribloco

Os copolimeros sédo polimeros constituidos de diferentes unidades de
repeticdo que podem ser distribuidas de diversas formas nas cadeias poliméricas
Copolimeros em bloco, por sua vez, sdo entidades macromoleculares que possuem
extensdes constituidas de mondmeros distintos, que podem, inclusive, possuir
diferentes caracteristicas fisicas e quimicas, dentre elas a solubilidade, que € um fator
determinante para esses materiais serem utilizados em formulagcdes farmacéuticas,
na dissolucao de farmacos pouco soluveis em agua (ALLINGER et al., 1978; LODGE,
2003).

Solugdes aquosas de copolimeros em bloco do tipo EmPnEm (onde E denota
0 bloco de 6xido de etileno, P o bloco de 6xido de propileno e os subscrito m e n
indicam as unidades repetitivas de E e P, conforme Figura 1, tém sido amplamente
estudadas como solubilizantes de farmacos pouco soltveis em agua (KABANOV et
al.,, 2002a e 2002b; KABANOV; ALAKHQOV, 2002; CHIAPPETTA; SOSNIK, 2007,
WAN et al., 2010; LEE et al., 2011) e em especial contribuicdo a esse estudo o grupo
do Laboratoério de Polimeros e Inovacéo de Materiais - LabPIM da UFC, ao qual faco
parte e faco referéncia (RIBEIRO et al., 2009a e 2009b, RICARDO et al., 2004, 2006,
2011, 2012, OLIVEIRA et al., 2011a e 2011b). Por conveniéncia, copolimeros do tipo
EmPnEm sdo comercialmente conhecidos como Pluronics® da BASF-Chemical
Company e Poloxamers® da ICI Surfactants (PITTO-BARRY; BARRY, 2014).
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Figura 1- Estrutura quimica do Pluronic®.

CH;
H o/ %o
m

Fonte: Autor.

A nomenclatura Pluronic® inclui uma letra, ‘F’, ‘P’ ou ‘L', seguida de um
codigo numérico de dois ou trés digitos, Figura 2. Essas letras representam “Flake”
(escamas), Pasta ou Liquido, respectivamente, e o coédigo numérico define os
parametros estruturais do copolimero em bloco. O ultimo digito deste codigo da a
estimativa do conteido em peso do bloco de 6xido de etileno em termos percentuais.
Por exemplo, o digito 8 indica que o contetdo em peso do bloco de éxido de etileno
correspondente a 80%; se o digito é 1, este contetudo corresponde a 10%. Os dois
primeiros digitos codificam a massa molar do bloco central P. Para decifrar o codigo,
deve-se multiplicar o nUmero correspondente por 300 (Fator de conversao) para obter
a massa molar aproximada em Dalton (Da). Dessa forma, a nomenclatura Pluronic®
fornece uma aproximagdo conveniente para a estimativa das caracteristicas do
polimero na auséncia de literatura de referéncia. Por exemplo, o cédigo “F127” define
um polimero sélido, como um bloco central de 3600 Da (12 x 300) e 70 % em peso de
E. As caracteristicas moleculares precisas de cada polimero em bloco Pluronic® séo
fornecidas pelo fabricante e também podem ser encontrados na literatura (PITTO-
BARRY; BARRY, 2014; AKASH; REHMAN, 2015).
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Figura 2- Estado fisico dos copolimeros em condigcbes ambientais: verde (Liquido),

vermelho (Pasta) e (Floco).
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Fonte: PITTO-BARRY e BARRY, 2014.

Copolimeros em bloco com carater anfifilico formam micelas, Figura 3,
capazes de se combinar com o farmaco e otimizar a solubilidade, a estabilidade, a
permeabilidade, controlar a liberacao e proteger o farmaco (KABANOV et al., 2002c;
ALIABADI; LAVASANIFAR, 2006; MUELLEN et al., 2009). Micelas séo particulas de
tamanho coloidal (10-100 nm) formadas em funcdo da diminuicdo da energia
entropica do sistema dada a natureza anfifilica do polimero (LETCHFORD; BURT,
2007). Em geral, intera¢des hidrofobicas ou eletrostaticas sao as forgas diretivas de
separacdo entre o nacleo e o meio aquoso circundante na formagdo das micelas
(GAUCHER et al., 2005). O nucleo (parte interna) da micela é hidrofobico e a corona

(parte externa) € hidrofilico.

Nas ultimas décadas os periddicos cientificos relatam a capacidade de
solubilizacdo de farmacos com o auxilio do copolimero Pluronic® F127 (AKASH;
REHMAN, 2015). Nestes relatos, o copolimero atua como excipiente que, além de
melhorar a solubilidades de farmacos pouco solluveis e oferecer liberacdo prolongada
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do farmaco, atribui a capacidade de formacdo de géis ao produto final da mistura -

excipiente e farmaco (CAVALCANTE, 2009; DUTRA, 2012).

Figura 3- Estrutura simplificada de uma micela esférica em meio aquoso.
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Fonte: MICELA. Disponivel em: < http://www.educa.madrid.org/web/cc.nsdelasabiduria.

madrid/Ejercicios/2b/Biologia/Lipidos/micelas.htm> adaptada. Acesso em: 15 de jan. 2016.

Para LU e PARK, 2013, a solubilidade € um dos parametros farmacolégicos
investigados. Um fator limitante para o desempenho in vivo de farmacos pouco
soluveis em agua € a sua resisténcia em ser umedecido e dissolvido nos fluidos do
trato gastrointestinal. O aumento da solubilidade de farmacos pouco solluveis em agua
€, portanto, muito importante para incrementar sua taxa de absor¢do no organismo,
ou seja, a sua biodisponibilidade, Figura 4.

Estudos realizados com sistemas baseados nos copolimeros triblocos
exibiram também uma variedade de propriedades biolégicas uteis, dentre elas, o
aumento da taxa de cicatrizacdo de ferimentos e queimaduras, a prevencdo de
adesOes pos-operatorias e de necrose celular e a melhoria da quimioterapia do cancer

em formulacdes que utilizaram estes copolimeros. (KABANOV et al., 2002b).

Essa capacidade de solubilizagdo do farmaco em solugbes aquosas de
copolimeros pode ser melhorada ao preparar solventes contendo polimeros que
apresentem alta capacidade de solubilizagdo, como € o caso por exemplo, do
polietilenoglicol (PEG), muito utilizado em formulacbes de micelas poliméricas
carreadoras de farmacos (LETCHFORD; BURT, 2007; GONG et al., 2012).


http://www.educa.madrid.org/web/cc.nsdelasabiduria.%0bmadrid/Ejercicios/2b/Biologia/Lipidos/micelas.htm
http://www.educa.madrid.org/web/cc.nsdelasabiduria.%0bmadrid/Ejercicios/2b/Biologia/Lipidos/micelas.htm
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Figura 4- Representacdo da estrutura de uma micela polimérica com droga pouco

soltvel em agua.
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Fonte: LU e PARK, 2013, adaptada.

1.2.Polietilenoglicol (PEG)

O PEG, Figura 5, € um poliéter amplamente utilizado na industria, seu nhome
aparece muitas vezes associada a um numero que se refere a massa molecular do
polimero ou oligbmero, por exemplo, um PEG com n=80 possui uma massa molecular
média de cerca de 3.500 Da, para o que serd chamado PEG 3500. Como € um
polimero solGvel em agua, a maioria de suas aplicacdes ocorre em solu¢do aquosa.
Apresenta baixa inflamabilidade, baixa pressdo de vapor e comparado com outros
solventes alternativos, PEG é biodegradavel, biocompativel e atoxico (SETHIA;
SQUILLANTE, 2004).

Figura 5- Estrutura do polietilenoglicol (PEG).

HO OH
O

Fonte: Autor.


http://es.wikipedia.org/wiki/Inflamabilidad
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Historicamente, polimero do tipo PEG € o mais eficiente carreador de

farmacos (soliveis em agua) utilizados em dispersdo de solidos (SETHIA;
SQUILLANTE, 2004).

O efeito de aditivos poliméricos, como PEG em solu¢gbes aquosas de
Pluronic®, tem sido estudado visando o aumento da solubilidade de farmacos pouco
soltiveis em agua (RICARDO et al., 2012; ROSLER et al., 2012).

Foi relatado por OLIVEIRA e colaboradores, 2011a 2011b, um aumento
significativo na capacidade de solubilizacdo (Scp) para o farmaco hidrofébico
griseofulvina com adicdo de uma pequena quantidade (0,5% em peso) de PEG 35000
(PEG 35K) em soluctes micelares do copolimero F127 1% em peso (m/m).

Cadeias de PEG ligadas a uma superficie ou a formacdo de uma coroa
nanoesférica apresentam rapido movimento da cadeia em um meio aquoso e um
grande volume de exclusdo. A repulsdo estérica resultante da perda de entropia
conformacional das cadeias de PEG ligadas mediante a abordagem de uma
substancia estranha e a baixa energia livre interfacial de PEG em agua contribuem
para as propriedades fisiologicas extraordinarias das nanoesferas cobertas com PEG
(KATAOKA, 1994; YOKOYAMA et al., 1991; YOKOYAMA et al., 1990; PERACCHIA
etal., 1997a; BERGSTROM et al., 1994; GREF et al., 1994; PERACCHIA et al., 1998).

O Polietilenoglicol (PEG) enxertado em superficies utilizadas para fins
biomédicos também mostrou que aumenta a sua biocompatibilidade e reduz a
trombogenicidade (HOLMBERG et al., 1993; ISTA et al., 1996; DEIBLE et al., 1998a
e 1998b; JO; PARK, 2000; OTSUKA et al., 2000; OTSUKA et al., 2001). Além disso,
a organizacao da superficie micelar com os nucleos reativos por meio de cross-linking
foi descrito, permitindo a superficie apresentar um carater nao incrustante
extremamente elevado e trabalhar como um reservatério de agentes hidrofébicos. A
separacdo nuclear do meio aquoso € a forca motriz direta para micelizacdo e
prossegue atraves de uma combinacgéao de forgas intermoleculares, incluindo interacao
hidrofébica (YOKOYAMA et al., 1990; GREF et al., 1994; KABANQV et al., 1989;
KWON et al.,, 1993; BAZILE et al., 1995), interacdo eletrostatica (HADADA;
KATAOKA, 1995; KATAOKA et al., 1996; BRONICH et al., 1997; LYSENKO et al.,
1998), complexacgéo de metais (YOKOYAMA et al., 1996; NISHIYAMA et al., 1999) e
ligagOes de hidrogénio (KATAOKA et al., 1998) dos constituintes blocos copoliméricos.
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Uma variedade de medicamentos que utilizam genes, proteinas, metais, e

semicondutores com diversas caracteristicas podem ser incorporados para o
segmento de formacdo do nucleo do copolimero de bloco, de modo que se pode
esperar uma interacdo suficientemente forte com o nucleo molecular. A fim de
preparar o sistema de distribuicdo de droga para o local de especificidade, a camada
externa da micela polimérica foi construida de tal forma a ser coberta com grupos
funcionais, que reagem facilmente com moléculas em potencial ou anticorpos dirigidos
a alvos especificos. Essa estratégia para constru¢cado de camadas funcionalizadas de
PEG foi aplicada a metais e semicondutores de nanoparticulas, pois tém atraido muito
interesse em sistemas de ensaio para atividade biologica devido as suas propriedades
fotoquimica e fotofisicas (WELLER, 1993; KHAIRUTDINOV, 1997; HUANG et al.,
1997; ROGACH et al., 1998; FENDLER, 1998).

A hidrofobicidade do sistema carreador pode ser perfeitamente modulada
ajustando a propor¢cdo de PEG (PERACCHIA et al.,, 1997b). Em pesquisas de
revestimento de nanoesferas com PEG, o peso molecular e a densidade superficial
das cadeias hidrofilicas do PEG, controlam as caracteristicas de liberacdo de droga
dessas nanoesferas (PERACCHIA et at., 1997c). Logo, o desenvolvimento de drogas
injetaveis de carreadores de drogas com a participacdo do PEG, sistemas nao
reconhecidos pelo corpo como particulas estranhas e eliminados muito rapidamente

na corrente sanguinea serdo bastante estudadas (PERACCHIA et al., 1997d).

Segundo LI e colaboradores, 2014, nanoparticulas que utilizam PEG
(polietilenoglicol) sdo consideradas uma estratégia ideal para conceber sistemas de
entrega de drogas anticancer, uma vez que poderia evitar a absor¢cado pelo sistema
reticulo-endotelial (RES) e prolongar o tempo de circulacdo no transporte do vaso

sanguineo. Resultados semelhantes foram relatados por LEI e colaboradores, 2013.

De acordo com LU e PARK, 2013, existem varias razfes para a utilizacdo
de PEG em sistemas de distribuicdo de drogas de micelas poliméricas. Algumas

vantagens especificas sao:

a) Ele nado é toxico, sendo um dos poucos polimeros sintéticos ja aprovados
para o uso em produtos de liberagcéo de droga.

b) Em meio aquoso, o PEG é altamente hidratado e pode mover
rapidamente para fora um grande volume de exclusdo. Em micelas, o

PEG forma uma espécie de concha-escova densa que se estende para
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fora do nucleo. Estas caracteristicas atuam para limitar a interacdo de

micelas com outras micelas (levando a agregacdo) e proteinas
(opsonina), que promovem a captacdo e remocao pelo sistema
mononuclear fagocitario.

c) O PEG pode ser facilmente funcionalizado como ligante para entrega de
drogas especificas. Esta propriedade em particular, tem gerado uma
série de vantagens na entrega de compostos altamente potentes, como
agentes anticancerigenos que possam beneficiarimensamente tanto em
termos de perfis de eficacia e seguranca. As razdes acima mencionadas
contribuem ao grande numero de estudos sobre micelas de polimeros

envolvendo PEG.

Nanoparticulas poliméricas sdo preparadas a partir de polimeros
biocompativeis e biodegradaveis, com um tamanho entre 10-1000 nm, em que 0O
farmaco € dissolvido, aprisionado, encapsulados ou ligados a uma matriz de
nanoparticulas de polimero. A penetracdo e transporte extensdo desses sistemas
através da pele depende da composicdo quimica dos ingredientes, o mecanismo de
encapsulamento que influencia a libertacdo da droga, o tamanho das nanoparticulas
e da viscosidade das formulacdes. As nanoparticulas poliméricas sdo capazes de
modificar a atividade da droga, retardar e controlar a libertacdo do farmaco, e
aumentar a adesividade da droga ou o seu tempo de permanéncia na pele.
Resumidamente, as nanoparticulas podem ser Uteis como reservatérios de farmacos
lipofilicos a liberta-los no estrato cérneo se tornar uma estratégia importante para
controlar a sua permeacéao na pele (GUTERRES et al., 2007).

1.3.Geleificagdo e Termorresponsividade

Um fenbmeno interessante acontece com varios copolimeros com bloco
hidrofilico de polioxietileno. Eles apresentam o chamado “cloud point” ou “clouding
temperature” (“ponto de turvacdo” ou “temperatura de nuvem”). A medida que a
temperatura do sistema aumenta, sua solubilidade em agua diminui devido a quebra
das ligacdes de hidrogénio entre o polioxietileno e a 4gua, e ele comeca a formar uma

segunda fase que confere turbidez ao sistema; a temperatura a partir da qual ele forma
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essa nova fase é conhecida como “cloud point” e suas propriedades surfactantes

podem ser perdidas a partir de entdo (MYERS, 2006).

A medida que a concentracio desses copolimeros aumenta, suas solucées
comecam a tornar-se mais viscosas até atingir um estado de gel imével. WANKA et
al., 1994, propuseram que a geleificacdo acontece pelo empacotamento das micelas
em mesofases cristalinas cubicas, hexagonais ou lamelares, dependendo da forma
das micelas. Micelas esféricas formam mesofases cubicas, Figura 6a, micelas
cilindricas formam mesofases hexagonais, Figura 6b, e micelas na forma de disco

formam mesofases lamelares, Figura 6c¢.

Alguns copolimeros de polioxietileno apresentam uma caracteristica
especial, a termorresponsividade. A medida que a temperatura aumenta, suas
solucBes tornam-se mais viscosas podendo atingir o estado de gel imével. A menor
concentragdo a partir da qual se observa esse fendbmeno é a concentracao critica de
formacdo de gel. Essa transicdo fluido-gel (solucdo-gel) pode ser revertida com
abaixamento da temperatura ou, em algumas concentracdes, o estado de gel possui
uma temperatura maxima, acima da qual ele volta a ser fluido. Esse comportamento
termorresponsivo é interessante para aplicacdes farmacoldgicas, onde o copolimero
€ usado como matriz para a administracdo subcutanea de farmacos por oferecer uma

liberacdo prolongada.

Figura 6- Representacdo esquematica das estruturas de mesofase: a) cubica,

b) hexagonal e c) lamelar.

(a) (b) ()

Fonte: PINHO, 2006.
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Para o estudo do comportamento de formacéo de gel desses polimeros em

funcdo da temperatura e da concentracdo, ha duas técnicas bastante utilizadas: o
método de inversao de tubo e a reometria (LI et al., 1997; HAMLEY et al., 1998;
ALTINOK et al., 1999; CHAIBUNDIT et al., 2007). Nos dois métodos, solu¢des dos
copolimeros em diferentes concentracdes sao analisadas quanto a formacao de gel
numa faixa de temperatura que normalmente varia de 10 a 90 ° C. Os dados do estudo
sdo apresentados em um grafico de concentracdo versus temperatura, conhecido
como diagrama de fases. As fases essenciais desse diagrama sao a de solucao ou
fluido (“sol” ou “mobile”) e gel duro ou imével (“gel”, “hard gel” ou “imobile”) como é
apresentado nos trabalhos de HAMLEY et al., 1998 e RICARDO et al., 2005 (Figura
7a). No entanto, podem-se mostrar fases mais especificas, caracterizando a turbidez,
refracdo e textura do gel, dependendo do interesse do pesquisador, como fizeram LI
et al., 1997 e CHAIBUNDIT et al., 2007, Figura 7b. Para caracterizar o gel quanto a
refracdo, no entanto, deve-se usar um microscépio de luz polarizada, e entédo o gel
pode ser definido como isotropico ou birefringente. WANKA e colaboradores, 1994,
mostraram que as propriedades isotrépicas de um gel duro de F127 sdo consistentes

com uma estrutura de empacotamento do tipo cubica.

Figura 7- (a) Diagrama de fases de trés sistemas: Ee2P39Es2 (Pluronic® F87), Es2SoEs2

e sua mistura na proporc¢éao 1:1; (b) Diagrama de fases do Pluronic® P123 (E21Ps7E21).
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Fonte: (a) RICARDO et al., 2005; (b) CHAIBUNDIT et al., 2007.
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1.4.Solubilizacdo de Bioativos em Sistemas Micelares

A solubilizacdo de bioativos em polimeros de porcdo hidrofilica de
polioxietileno tem se desenvolvido em recentes trabalhos devido as propriedades
destes polimeros, tais como: capacidade de formar micelas estaveis, de promover
maior tempo de circulacéo do bioativo no corpo, entre outros. O uso de polimeros ndo
ibnicos € vantajoso porque apresenta reduzida sensibilidade a variagcdo do pH, ou
seja, ndo é afetado pela presenca de eletrdlitos no sistema (RIBEIRO, 2010). Outra
vantagem no uso desses polimeros é que eles ja sao sintetizados em escala industrial

0 que torna sua obtenc¢éo mais facil e com o menor custo.

Atualmente o estudo da associacdo de micelas poliméricas formadas por
copolimeros em bloco tém atraido grande interesse, devido a caracteristicas gerais
tais como: (ALIABADI; LAVASANIFAR, 2006; BATRAKOVA, 2008; MUELLEN et al.,
20009).

a) Apresentam um didmetro menor que 100 nm. Os vasos sanguineos de
tumores e locais de inflamacdo sdo mais permeaveis, 0 que permite o
acumulo de micelas carreadas de biativos no seu interior, e dessa forma
elas sao investigadas como sistemas passivos que direcionem o bioativo
para o sitio de acdo, especialmente em quimioterapia (ALIABADI;
LAVASANIFAR, 2006; SAVIC et al., 2006).

b) O nucleo hidrofébico age como hospedeiro de bioativos hidrofébicos,
proteinas, DNA, protegendo-os e controlando sua liberagdo no
organismo.

c) Possuem uma versatilidade impar na estrutura nucleo-corona, o que
permite desenvolver sistemas projetados individualmente com respeito
a fisiopatologia da doenca, as propriedades fisico-quimicas dos
bioativos, seu sitio de agdo e sua rota de administragéo.

d) Baixa toxicidade (SCHMOLKA, 1972; KIM et al., 2001; KAWAGUCHI et
al., 2009). A maioria dos surfactantes usados como agentes de
solubilizacdo em formulagdes comercias séo, em geral, pouco eficientes
e causam efeitos colaterais, como o0 etoxilato de oOleo de ricino
(Cremophor® EIl, da BASF), usado para a solubilizacdo de farmacos

como o Paclitaxel (formulacdo Taxol®, da BMS), causa uma série de
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efeitos colaterais e o Tween 80® usado em formulacdes do dodetaxel

(DTX) comercialmente denominado Duopafei®. (LIU et al., 2011; TIJE et
al., 2003; WEISS et al., 1990).

Dependendo do tipo de bioativo e do polimero utilizado existem quatro
maneiras do bioativo se localizar na micela: no nucleo micelar, na interface
ndcleo/corona, na corona, e na superficie (MYERS, 2006). Para bioativos hidrofilicos
a corona é o ambiente mais favoravel, enquanto para bioativos hidrofébicos o nucleo
€ mais favoravel, sendo estes bioativos o principal foco no desenvolvimento de

formulacdes micelares.

O fato das micelas solubilizarem os bioativos hidrofébicos pode ser
explicado como uma particdo do bioativo entre duas fases: a agua e a micela. O
coeficiente de particdo micela-dgua pode ser calculado para uma solucdo de

concentracdo conhecida do polimero pela seguinte equacédo (KADAM, et al, 2009):
P=(S—So)/Soou P = Scp/So (1)
onde S é a solubilidade do bioativo na solu¢cdo micelar do polimero a concentracao
especifica e So é a solubilidade do bioativo em agua.
A energia livre padrédo (25 °C) de solubilizagdo (AG®) do processo pode
ser representada pela seguinte equacéo:
AG® = - RT InP (2)
onde R é a constante universal dos gases, T é a temperatura absoluta e P é o
coeficiente de particdo entre a micela e a fase aquosa.

Um parametro importante nos estudos de solubilizagdo de farmacos € a
capacidade de solubilizacdo do polimero (Scp), que é a quantidade de farmaco
solubilizada por grama de polimero em uma dada solucdo, e a capacidade de
solubilizacédo do nucleo hidrofébico (Sh), que é a quantidade de farmaco solubilizada
por grama de bloco hidrofébico. Esses parametros ndo séao fixos para um determinado
polimero, como apontam os estudos, dependendo principalmente da compatibilidade
guimica entre o nacleo e o farmaco. Além disso, a capacidade de solubilizacdo do
polimero pode também depender da temperatura, do pH, da concentracéo da solugéo
do polimero, de aditivos na solucdo e do método de solubilizacdo do farmaco
(ALIABADI; LAVASANIFAR, 2006; RIBEIRO et al., 2009a).

Quando se comparam polimeros diferentes, fatores que alteram a Scp séo:

o carater hidrofébico do nucleo, o comprimento do bloco hidrofobico, a arquitetura do
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copolimero, a raz8o em massa nucleo/corona, sua concentracdo e temperatura

micelar critica e a forma das micelas.

1.5.Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS)

Espalhamento de raios-X a baixos angulos € uma técnica em que o
espalhamento elastico de raios-X € registrado a angulos muito pequenos (tipicamente
0.1 - 10°). Esta faixa angular contém informacéo sobre a forma e o tamanho de
macromoléculas, distancias caracteristicas de materiais parcialmente ordenados,
tamanho dos poros e outros dados. No caso de macromoléculas biolégicas como
proteinas, a vantagem do SAXS sobre a cristalografia é que ndo necessita de

amostras cristalinas.

7

SAXS é usado para a determinacdo da estrutura microescalar ou
nanoescalar de particulas em termos de tamanho de particula, forma, distribuicéo e
razdo volume/superficie. Os materiais podem ser solidos ou liquidos e eles podem
conter particulas solidas, liquidas ou gasosas ao mesmo tempo e em combinacdes
diferentes. Ndo apenas particulas, mas, sistemas com estrutura ordenada como

lamelas e materiais fractais podem ser estudados.

Espalhamento de raios-X resulta da diferenca na densidade eletrénica em
uma amostra. A difracdo de raios-X por um arranjo de atomos ocorre devido a
diferencas de fase entre duas ou mais ondas. A diferenca de fase depende da
diferenca no comprimento do caminho percorrido por quaisquer duas ondas
difratadas. Se a diferenca de caminho € um inteiro multiplo do comprimento de onda,
as ondas estdo completamente em fase e ocorre interferéncia construtiva.
Inversamente, se a diferenca no caminho € uma fracdo do comprimento de onda, as
ondas estdo fora de fase e a interferéncia destrutiva resulta num decréscimo na
amplitude. A condig&o de interferéncia construtiva maxima da um pico alto no padréo

de espalhamento, o qual é chamado de reflex&o.

A condigao sobre a qual um material cristalino difrata raios-X foi investigado
por Bragg em 1933. O resultado de seu trabalho foi a lei de Bragg, a qual descreve a

condicao essencial para uma reflexdo ocorrer, isto é:

ni = 2dsenod (3)
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onde n é a ordem de refracdo, dado qualquer valor e interage consistentemente com

sen 0, ndo excedendo a unidade; A € o comprimento de onda do raio-X, d é o espaco
entre os planos e “0” € o angulo de incidéncia e reflexao do feixe de raio-X, conhecido

como angulo de Bragg, Figura 8.

O angulo espalhado, isto €, o angulo entre o feixe incidente e o refletido &

20. Esse € o0 angulo medido empiricamente.

Figura 8- Diagrama esquematico mostrando difracdo de raios-X de um cristal. A

distancia entre os planos e o angulo de incidéncia e reflexado estdo marcados.

abo b

Fonte: OLIVEIRA, 2011c.

Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) esta relacionado com o
efeito de difracdo a angulos tipicamente menores que 2°. Dado o comprimento de
onda do raio-X, a distancia na qual as flutuagdes na densidade da difracdo na faixa
de angulo baixo (determinado através da lei de Bragg) é 10 — 1000 A.

E comum expressar espalhamento a baixos angulos em termos de vetor

espalhamento “q” definido como:
g = (4n/L)senob 4)

onde A é o comprimento de onda do raio-X e 6 € o angulo de Bragg. O valor
de g para a primeira ordem de reflexao (q*) fornece uma estimativa do espacamento,
através da aplicagdo da lei de Bragg, na forma:

d = 2nn/g* (5)

A lei de Bragg assume um nivel regular de empilhamento numa direcéo. Se a

amostra contém cristais orientados aleatoriamente entdo as intensidades podem ser
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corrigidas para os valores de uma direcao (unidimensional) por aplicacdo da correcao

de Lorentz, isto é, por multiplicacdo da intensidade de espalhamento por g2. Em
equipamento moderno essa correcao pode ser aplicada diretamente via computador.
A posicdo de g* maximo na I(q)g? contra g no gréafico é entdo usado para calcular o
comprimento do espalhamento. A correcdo de Lorentz € relevante apenas se as
intensidades séo requisitadas para uma analise da estrutura por completo. A posicao

da reflexdo (q*) pode ser alterada se a intensidade de origem € alta e depende de q.

No que se refere a solu¢cdes micelares aquosas de copolimeros em bloco,
existem trés formas basicas de micelas: esféricas, cilindricas e lamelares. Quando as
estruturas micelares sdo altamente ordenadas, estruturas lamelares apresentam-se
regularmente ordenadas, micelas cilindricas longas estdo empacotadas
hexagonalmente e micelas esféricas podem estar empacotadas em uma das trés
formas cubicas: simples (cs), face centrada (cfc), e corpo centrado (ccc). Outras

estruturas regulares de um tipo bicontinuo sédo também possiveis.

O arranjo periédico no espaco d4 um aumento para reflexdes de Bragg bem
definidas. O tipo de rede cristalina pode ser determinado por comparacdo das
sequéncias observadas de espacos consecutivos reciprocos de Bragg com

sequéncias caracteristicas de redes cristalinas modelos, listados na Tabela 1.

Tabela 1- As razdes de espacos de Bragg consecutivos reciprocos para diferentes

modelos morfolégicos.

Morfologias Proporc¢des (g/q*)
Lamela Alternada (lam) 1:2:3:4:5...
Hexagonal (hex) 1:N3:N4:NT7:N9. .

(2:1,73:2:2,65:3...)

Cubica de Corpo Centrado (ccc) ou 1:N2:V3:4...

Cubica Simples (cs) (1:1,41:1,73:2..)

Cubica de Fase Centrada (cfc) 1:N(4/3):N(8/3):N(11/3):V4...
(1:1,16:1,64:1,92:2..)

Fonte: OLIVEIRA, 2011c.
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1.6.Bioativos: Griselfulvina, Quercetina e Mangiferina

O bioativo griseofulvina, Figura 9a, € uma substancia aromatica de baixa
solubilidade em &agua, usado em varios trabalhos como padréo para se comparar a
capacidade de solubilizacio em copolimeros para farmacos hidrofébicos
(CROTHERS et al., 2002; REKATAS et al., 2001; WIEDMANN et al., 2000).

A griseofulvina possui atividade antifingica, sendo indicada nas infec¢des
da pele, do couro cabeludo e das unhas causadas por Dermatophites ou
Sporptrychum resistentes a terapéutica convencional. Pode ser isolada do Penicillium
griseofulvum dierckx ou obtida por sintese (FINKELSTEIN et al., 1996). A griseofulvina
€ um antibiético ndo poliénico que age causando a destruicdo do fuso mitético de
microorganismos susceptiveis, ao interagir com seus microtdbulos polimerizados
(CARLI; LARIZZA, 1988). Ha varios estudos clinicos completos relatados no sitio
eletrbnico do governo norte-americano (clinicaltrials.gov, 2016).

A quercetina, Figura 9b, é um flavondide obtido a partir da hidrolise da rutina
gue também apresenta baixa solubilidade em agua. A rutina pode ser extraida de uma
planta abundante no nordeste brasileiro, a fava d’anta (Dimorphandra gardineriana
Tul.), (LANDIM; COSTA, 2012). Segundo BEHLING e colaboradores 2004, a
quercetina, (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona) é o principal flavonéide presente na dieta
humana. Vérias propriedades terapéuticas dos flavondides, principalmente da
guercetina, tém sido estudadas nas Ultimas décadas, destacando-se o potencial
antioxidante, anticarcinogénico e seus efeitos protetores aos sistemas renal,
cardiovascular e hepéatico.como qualquer flavondide, possui acdo antioxidante e
outras atividades biolégicas relacionadas, como vasoconstritora, antiinflamatéria e
antitumoral. Nos Ultimos dez anos ela aparece entre 0s principais produtos
farmacéuticos exportados pelo Brasil (ABIQUIFI, 2016). A quercetina € um bioativo
em fase experimental, com varios estudos clinicos em andamento (clinicaltrials.gov,
2016).

A mangiferina, Figura 9c, € um composto derivado da xantona, distribuido
em plantas superiores das familias Anacardiaceae e de Gentianaceae.

Estudos farmacolégicos demonstraram que extratos da mangueira
possuem atividades antiviral, antibacteriana, analgésica, anti-inflamatoria,

imunomodulatoéria, bem como acéo inibidora de a-amilase e a-glicosidase. Além disso,
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seu extrato hidroalcoodlico exibiu propriedades antidiarreica, hipoglicemiante e

hipolipidémica (CANUTO, 2009). Devido ao seu espectro de atividades
farmacoldgicas pode-se supor que alguns de seus metabdlitos exercem efeitos ainda
mais fortes. Por esta razdo, a investigacdo da rota metabdlica da mangiferina é de
grande importancia na elucidacdo de seus mecanismos farmacolégicos e a
descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos a partir de seus metabolitos
(LUl etal., 2011) e, por conseguinte formas farmacéuticas de administracao eficientes.
Também estdo em andamento alguns testes clinicos com essa substancia

(clinicaltrials.gov, 2016).

Resolver o problema de baixa solubilidade em agua destes bioativos tem
sido alvo de varios trabalhos, seja através de agentes solubilizantes (RIBEIRO et al.,
2009a e 2009b, RBEIRO, 2012; GAO et al., 2009), ou do desenvolvimento de proé-
farmacos (MULHOLLAND et al., 2001; KIM et al., 2001). Esses fatores impulsionaram

0 uso da griseofulvina, quercetina e mangiferina neste trabalho.

Figura 9- Estrutura quimica da: (a) griseofulvina, (b) quercetina e (c) mangiferina.
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Fonte: Autor.
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2. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Nas ultimas quatro décadas, as micelas poliméricas tém se destacado em
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de carreadores de bioativos. O interesse
em potencial direciona-se a aplicagdo dessas micelas poliméricas em trés principais
segmentos: solubilizacdo, vetorizacao e liberacdo controlada de bioativos (BADER;
PUTNAM, 2014).

Micelas de copolimeros em bloco estdo sendo estudadas como sistemas
de liberacdo controlada de bioativos. Estes sistemas nanoestruturados tém se
mostrado Uteis na otimizacdo terapéutica destes farmacos, aumentando a sua
solubilidade, prevenindo a sua rapida eliminagdo do corpo, reduzindo a toxicidade e
retardando a sua degradacéo. (PITTO-BARRY; BARRY, 2014).

Segundo AKASH e REHMAN, 2015, a maioria das drogas para o
tratamento do cancer € de natureza hidrofébica, ou seja, de baixa solubilidade em
dgua, as quais sdo rapidamente eliminadas pelo corpo e apresentam efeitos
secundarios sistémicos. Sistemas micelares utilizando Pluronic® F127 mostram-se
eficientes no transporte e no direcionamento de drogas anticancerigenas
encapsuladas, minimizando a interacdo com as células normais. Entretanto, existem
algumas limitagdes relacionadas a tal copolimero, amplamente utilizado em
formulacbes de medicamentos atualmente comercializados, tais como, a baixa
resisténcia mecanica e a rapida dissolucdo nos fluidos fisiolégicos, que provocam sua
curta permanéncia na circulacdo, seguida de sua eliminagdo do corpo. Essas
limitacdes podem ser superadas a partir de varias modificagdes, como por exemplo,
o preparo de sistemas mistos de copolimeros, a adicao de aditivos e o preparo de

nanoparticulas conjugadas com F127.

Os copolimeros tribloco EnPmEnN séo utilizados em formulagdes para
solubilizagédo de bioativos hidrofébicos, mas ndo apresentam valores de capacidade
de solubilizacdo tdo satisfatorios, devido a baixa hidrofobicidade do bloco de
polioxipropileno (Pm), o que lhes confere altos valores de concentrag&o micelar critica
(CMC) e temperatura micelar critica (TMC). No entanto, suas propriedades
geleificantes termorresponsivas séo interessantes para sistemas de administracao
subcutanea de farmacos, pois a temperatura ambiente, é possivel ter solu¢des

by

concentradas que sao fluidas, mas que, a temperatura do corpo, geleificam
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rapidamente. Além disso, sua producéo ja € bem estabelecida em escala industrial, o

gue torna seu uso economicamente viavel.

O interesse pela pesquisa e desenvolvimento de sistemas micelares
carreadores de farmacos com a utilizacdo de copolimeros nos ultimos 5 anos pode
ser estimado a partir de uma pesquisa realizada na plataforma de busca ScienceDirect
(Figura 10), onde investigou-se o numero de publicagdes com o termo “F1277, que
resultou em mais de 2 mil publicagBes, das quais mais da metade estd também
relacionado com o termo “drug” (carreamento de farmaco). A partir da pesquisa inicial
se refinou a busca ao adicionar o termo “PEG” e 409 publicagbes foram obtidas
relacionadas a esse polimero. A relevancia e contemporaneidade do estudo da adi¢éo
do PEG ao F127 podem ser observadas nos resultados nos ultimos anos e
principalmente em uma busca para o ano de 2016, resultando em 51 publicacées,

guase a metade do total do ano anterior.

Figura 10- Levantamento bibliogréfico de estudos do Pluronic ® F127.

-
|
|
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Fonte: Disponivel em: < http://www.sciencedirect.com> Acesso em: 19 de jan. 2016.
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A fim de contribuir na resolucao do problema da baixa solubilidade em agua

dos bioativos hidrofébicos, o presente trabalho visa a otimizacdo de sistemas
contendo o Pluronic® F127 como copolimero solubilizante e carreador, a partir da
adicdo do PEG, além de estudar a toxicidade em neutréfilo humano e a liberagdo

desses sistemas.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

e Este trabalho tem como objetivo desenvolver sistemas poliméricos
micelares obtidos pela interacéo dos polimeros PEG 400, 6K e 35K com
0 copolimero EgsPe7E9s (Pluronic® F127), visando a aplicagéo de suas
misturas na otimizacéo da solubilidade em sistemas aquosos e liberagao

dos bioativos Griseofulvina, Mangiferina e Quercetina.

3.2.0bjetivos Especificos

e Preparar misturas do copolimero F127 com os polimeros PEG400,
PEG6K e PEG35K com e sem os bioativos Griseofulvina, Mangiferina e

Quercetina;

e Estudar as caracteristicas de gel das misturas do copolimero F127 com
os polimeros PEG 400, PEG 6K e PEG 35K através da Técnica de
Inverséo de Tubo e Espalhamento de Raios-X a Baixos angulos (SAXS);

e Investigar as solugdes das misturas como solubilizadores dos bioativos

hidrofébicos propostos (Mangiferina, Quercetina e Griseofulvina);

e Estudar a liberacdo nos sistemas poliméricos de maior eficiéncia;

e Realizar uma avaliagéao preliminar da toxicidade dos sistemas propostos

em neutrofilo humano.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiais

Os polimeros PEG (400, 6K e 35K) foram fornecidos por Sigma-Aldrich. O
copolimero Pluronic® F127, foi produzido pela BASF Corp. e fornecido pela Sigma-
Aldrich. Agua Milli-Q e metanol (SYNTH) foram utilizados como solventes. A
griseofulvina (massa molar 352,8 g/mol) foi obtida a partir da Sigma-Aldrich (Poole,
Dorset, Reino Unido), os bioativos quercetina e mangiferina foram cedidos pelo
Laboratério de Produtos Naturais (LPN) da UFC. Todos os materiais foram usados
sem purificacdo adicional. Os bioativos foram utilizados sob a forma de p6 finamente

dividido. Foi utilizada membrana Millipore 0,45um.

As caracteristicas moleculares dos copolimeros presentes na Tabela 2,
foram obtidas em trabalhos anteriores e/ou fornecidas pelo fabricante: massa molar

numeérica (Mn) e indice de polidispersividade (Mw/Mn).

Tabela 2- Caracteristicas moleculares dos polimeros PEG (400, 6K e 35K), e F127.

Copolimero Mn( g/mol) Muw/Mn
F127 12510 1,20
PEG 400 400 1,20
PEG 6K 6000 1,06
PEG 35K 35000 1,16

Fonte: Laboratoério de Polimeros de Manchester.

4.2.Inversao de Tubo

O diagrama de fase foi obtido pelo método de inversdo de tubo, o qual é
utilizado para caracterizar a solugdo como sendo fluida ou ndo. As misturas foram
preparadas em tubos apropriados, misturando sempre que possivel e deixando por
véarios dias (~5 a 10 dias) em repouso sob refrigeracdo até atingir o equilibrio. A

possivel modificagdo na fluidez das solugbes foi observada invertendo-se o tubo
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enguanto as solucdes eram lentamente aquecidas (10-90 ° C), em que a verificacédo

da geleificacdo era feita sempre em intervalos 1 ° C (x 0,2 ° C) num banho de agua
termostatizado, caracterizando o sistema como fluido (gel mével) ou gel duro (gel
imovel). Para cada sistema, foram feitas pelo menos trés medidas.

Foram preparadas solu¢bes aquosas dos aditivos poliméricos PEG 400,
nas concentragdes: 0,1%; 0,5%; 1%; 2% e 5% m/m, os quais foram os solventes das
solugbes de F127 estudadas na faixa de concentragdo de 10 a 35 % m/m, foram
preparadas em tubos de vidro com diametro interno de 10 mm. Para a
homogeneizacéo das solucdes, os sistemas foram submetidos a agitacdo no Vortex e
permaneceu sob refrigeracdo (minimo de 3 dias) até atingir o equilibrio, conforme a
descricéo de RICARDO et al., 2005.

A reprodutibilidade foi de £ 2 °C para as temperaturas de transicao fluido/gel

e £ 4°C para as temperaturas de transicao gel/fluido.

4.3.Solubilizagcéo

4.3.1. Sistemas de F127 em Solucbes Solvente PEG

As solugdes do copolimero F127 a 1 % m/m foram obtidas utilizando as
solugdes de PEG em diferentes concentragdes como solvente. As solu¢des de PEG
foram preparadas a partir da pesagem inicial dos polimeros PEG 400, PEG 6K e PEG
35K e posterior dissolu¢cdo dos mesmos em agua em concentragdes de 0,1 % a 10 %
m/m. As proporc¢des foram:

a) solucdo do copolimero F127 na concentracao de 1% em peso;

b) solucéo dos polimeros PEG 400, PEG 6K e PEG 35K nas concentragdes
de 0,1%, 0,5%, 1%, 2%, 5%, 7% e 10% em peso.

4.3.2. Solubilizagdo dos Bioativos

O método utilizado de incorporacdo do bioativo nas micelas foi o da
dissolugcdo direta (também denominado de “shake flask”). Foram preparadas as

solugdes aquosas dos polimeros e depois a solubilizacdo do F127 nestas solugbes
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aguopoliméricas. A cada aliquota de 10 mL de cada sistema, foi adicionada uma

porcao do bioativo (m = 10 mg) a ser testado. As misturas contendo o bioativo foram
lentamente agitadas a 37 °C (£ 0,1 °C), por 48 horas, num banho termostatizado
QUIMIS. Retirou-se o0 méaximo possivel do sobrenadante, que em seguida foi filtrado
em membrana Millipore de porosidade 0,45um, para remogao de qualquer porg¢ao de
bioativo ndo solubilizado. Aliquotas das amostras filtradas foram diluidas em metanol
e a concentracdo do bioativo foi monitorada por espectrofotometria UV-VIS
(espectrofotébmetro U-2000 da Hitachi) no comprimento de onda adequado para cada
um dos bioativos: griseofulvina, mangiferina e quercetina, utilizou-se metanol puro
para estabelecer a linha de base (REKATAS et al., 2001; CROTHERS et al., 2005). O

fluxograma do processo é apresenta a seguir na Figura 11.

Figura 11- Fluxograma do método de solubilizacdo (dissolucdo direta) dos bioativos
griseofulvina, mangiferina e quercetina nas misturas PEG 400, 6K e 35K com e sem
o copolimero F127.

Solucdo aquosa 1% dos sistemas
10 mL de solucéo 10 mg do bioativo

|¢

Agitacdo no banho termostatizado
4 dias a 37°C £ 0,1

|¢

Filtracdo da solucao
Membrana millipore 0,45 um

Diluicdo de uma aliquota da solucéo filtrada
Solvente: Metanol

A 4

Medida da concentracao do bioativo - UV-Vis

Fonte: Autor.

A solubilidade do bioativo foi determinada também apenas em agua,
apenas nas solu¢cbes aquosas do PEG, bem como apenas na solu¢cdo aquosa do
copolimero F127, segundo o mesmo procedimento descrito anteriormente. As
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absorbancias das solucdes aquosas das misturas nos comprimentos de onda dos

bioativos também foram medidas para correcdo dos valores de absorbancia obtidos

para os bioativos. Todas as medidas foram feitas em triplicata.

4.3.3. Quantificacdo por Espectroscopia UV/VIS

A curva de calibragdo da griseofulvina, mangiferina e quercetina foram
preparadas a partir dos dados de concentracdo (mg/L) versus absorbancia (A) com
leitura no comprimento de onda de 292, 257 e 375nm, respectivamente. Foi utilizado
no experimento o Espectrofotdmetro U-2000 da Hitachi.

Os bioativos foram solubilizados com os polimeros PEG 400, PEG 6K e
PEG 35K e nas misturas entre esses polimeros e o copolimero tribloco F127. Todas

as medidas foram realizadas em triplicata.

4.4.Estrutura de Gel: Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

As atribuicbes de SAXS foram obtidas usando um beamline 1711. O
comprimento de onda raios-X foi de A = 1,07 A. Os dados foram coletados por meio
de um detector CCD (MAR CCD 165 mm de éarea ativa, com resolucdo de 79 x 79
microns pixels).. As curvas de espalhamento foram monitoradas numa faixa de onda
(q) de 4z send A, onde @ corresponde ao angulo de espalhamento e o comprimento
de onda foi de A = 1.033 A. As amostras foram calibradas com behenato de prata
(AgC22H4302).

SAXS adicionais foram realizadas para a amostra PEG 6K em um beamline
BM26 (Duplo) no ESRF(The European Synchrotron), Grenoble, Franga. O
comprimento de onda de raios-X foi 1,033 A e a distancia da amostra ao detector-
SAXS foi de 4 m. A escala g foi calibrada com colageno. As amostras foram montadas
num suporte de amostras de latdo projetado dentro de um anel de vedacéo entre as
folhas de mica. O controle de temperatura foi realizado através de um banho de 4gua
com recirculacdo, e os géis foram mantidos a uma temperatura constante durante 15
min antes da exposicao. Padrbes de SAXS foram coletadas e as imagens 2D foram
convertidas a 1D.
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4.5.Avaliacdo da Citotoxicidade: Atividade da Enzima Lactato Desidrogenase

(LDH)

Vérios parametros sdo disponiveis para a avaliagdo da citotoxicidade, um
deles é obtido medindo a integridade da membrana celular. Como exemplo, podemos
citar a lactato desidrogenase, utilizada em ensaios in vitro na avaliacdo de varias
substancias quimicas (PEDROSA, 2013), como por exemplo, polimeros que seréo

utilizados em formulacdes farmacéuticas.

A lactato desidrogenase (LDH) € uma enzima presente no citoplasma das
células cuja deteccdo no fluido extracelular é indicativa de morte ou perda da
integridade da membrana celular. Esta enzima € responsavel pela conversédo de
piruvato a lactato na presenca de NADH. O ensaio é realizado utilizando o Kit LDH
(Liquiform) e baseia-se na medida do decréscimo da absorvancia em 340 nm devido
a oxidacao do NADH, a qual é proporcional a atividade da LDH na amostra.

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 minutos a 37°C
na presenca dos sistemas em estudo (10, 50 e 100 pg/mL), Hanks (células néo-
tratadas) ou Triton x-100 (0,2% - padrdo citotdéxico) em tubos de ensaio. Os tubos
foram centrifugados a 755 x g, por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo enquanto realizou-se a
leitura. Para a determinacdo da LDH retirou-se aliquotas de 250 uL de substrato e
adicionou-se 25 uL da amostra de sobrenadante. A leitura foi realizada a 340nm nos
tempos de 1 e 3 minutos em espectrofotometro. A atividade da enzima foi calculada
de acordo com as especificagdes do fabricante da seguinte maneira:

A =[(AL =A2)/2] X L1746,03....ccceiiiiiiiiiiiee et (6)

Onde:
A = atividade da enzima LDH na amostra em U/L;
Al = absorvancia inicial (1 minuto) em 340 nm;
A2 = absorvancia final (3 minutos) em 340 nm;
1746,03 = fator de célculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25
ML.

Os ensaios foram realizados no Departamento de Farmécia, Centro de

Estudos Farmacéuticos e Cosmeéticos (CEFAC)/Laboratérios: Farmacognosia,
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Tecnologia de Produtos naturais e Toxicologia e Farmacologia Celular.; Universidade

Federal do Ceara, Fortaleza, Ce, da Profa. Dra. Luzia Kalyne A. M. Leal.

4.5.1. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism
6.01 (USA). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) e a comparacao entre as médias foi realizada utilizando analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo pos-teste Tukey. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0.05 para todas as andlises.

4.6.Liberacgao in vitro

O estudo de liberagdo in vitro foi realizado com os sistemas que
apresentaram melhores resultados na solubilizacdo dos bioativos griseofulvina,
mangiferina e quercetina, foi realizado através da técnica de difusdo usando uma
membrana de didlise de MWCO 2000 g/mol da Sigma. A massa de 120 mg de
mangiferina solubilizada no sistema copolimero F127 1% em solucdo de PEG 6K
(amostra liofilizada) foi dissolvida em 1,5 mL de tampéo fostato pH 7,4 (+ 1) inserido
na membrana de didlise e imerso em 100 mL de tampé&o fosfato a 37 °C (+ 0,2 °C).
Em intervalos que variam de 5 minutos até 24 horas durante 7 dias, aliquotas de 3 mL
foram retiradas e o volume final reconstituido com a solugédo tamponada (3 mL). As
solucbes foram diluidas em metanol (2x) e a quantidade dos bioativos em estudo

liberados foi determinada por UV/Vis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Diagrama de Fase

As propriedades de geleificacdo foram estudadas a partir dos diagramas
de fases obtidos pelo método de inversdo de tubo. Estudos de inversédo de tubo foram
feitos para a mistura do PEG 400 com o copolimero F127 e para a solucdo de F127
puro, e os resultados obtidos encontram-se na Figura 12.

Os limites observados, Figura 8, para formacdo de gel rigido para o
copolimero F127, obtido por inversao de tubo, sdo de aproximadamente 16,2% m/m,
para o limite inferior transicao fluido/gel e a temperatura de 58° C para limite superior
transicdo gel/fluido, esses valores estdo de acordo com o0s apresentados por
Chaibundit e colaboradores, em 2007, obtidos por inversao de tubo e reometria, onde
o limite de concentracdo para a formacdo do gel do F127 em &gua foi de

aproximadamente 15,5% m/m e a temperatura para o limite superior de 50 °C.

O limite inferior ocorre com o aumento na extensdo de micelizacdo do
copolimero F127, até sua geleificacdo pelo empacotamento das micelas, o limite
superior ocorre pela contracdo dos blocos E, via corona micelar, pois o solvente torna-
se pouco soluvel (“pobre”) para o bloco E em altas temperaturas, ndo sendo mais
possivel assim, o empacotamento das micelas (CHAIBUNDIT, et al.,, 2007).
Comportamento semelhante foi observado em sistemas triblocos E/P e E/B
(HARRISON et al., 2005; HAMLEY et al., 2001).

Analisando na Figura 12 as concentracdes do polimero PEG400 sao
indicadas por, (A) 0,1% em peso, (m) 0,5% em peso, (o) 1% em peso, (*) 2% em peso

e (°) 5% em peso, e (») para o F127 puro em agua.
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Figura 12— Diagramas de fase das solucfes aquosas das misturas de F127 em PEG
400 nas concentragdes: (A) 0,1%, (m) 0,5%, (o) 1%, (*) 2%, (°) 5% m/m, e (») F127

puro em agua.

T (°C)

T (°C)

T(°0)

100 T T T T
(a) B
iy ’y”
80 | e 1
N il
.OAQ’ & p”
0 & ,)_, N J
’ Q —
7 S o
40 | \ iz
Ao =
’E‘E
i i S ]
20 ;_s:h_&_ké -
TERLa
0 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35
F127 % m/m
100 T T T T
(c)
[
80+ o e 4
(e
N L
60 'OAQ) z*/ i
N\ / o
o Q> &
401 & S 1 £
\‘\
S S
.
20+ i % .
Tty
0 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35
F127 % m/m
100 T T T T
()
0S¥ g
80 o ,V,
N 'b/
& 5
OF & w8 ~
/ @]
o :
40 - \ =
N
T T sl
G Rt~
i (S
20 o B o VB‘*'-\_E
0 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35
F127 % m/m

100 T T T T
(b)
LS
80 - . w7 ]
N >
‘OAQ’ g
60 L @ /‘/I . ,
/ Q
/! Q
I
40 + '\\ )
P
ek
20 1 Newg, 1
plL i .
n
0 ' ' ' '
10 15 20 25 30 35
F127 % m/m
100 T T
(d) el
/“’
80 |- . B 1
/,,
@e} "./
60 | & ¥ ]
4 N
g
40 - . 1
e
L 3N
&~
20 b Yy 1
t"‘"’m__b
0 : : ‘ ‘
10 15 20 25 30 35
F127 % m/m
100 T T T
(f)
Oy
80| s 2 )B/ 1
|24
N -~
& o p
60 - @ /p’g [&]PEG4000,1% m/m 1
B PEG4000,5% m/m
a \ O PEG4001% m/m
Q & PEG4002% m/m
40 F l\ S o PEG4005% mm |
X \Q B F127
-
w0} 3 B2 s 1
F_ .
§Ta%
0 : : ' ‘
10 15 20 25 30 35
F127 % m/m

Fonte: Autor.
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Na Figura 12a, podemos observar que o limite inferior da transicédo

fluido/gel inicia a uma concentracdo de = 15% m/m do copolimero F127 e a
temperatura de = 35°C e o limite superior da transicdo gel/fluido é iniciada a
temperatura de = 51°C, nas figuras 12c e 12d, o inicio da transi¢do fluido/gel foi
observado também a = 15% m/m do copolimero F127, entretanto as temperaturas
relativas aos limites, inferior fluido/gel e superior gel/fluido, observados sdo 40°C e
48°C respectivamente. Este limite inferior se forma quando o aumento da
concentracédo do F127 afeta o empacotamento das micelas levando a formacao do
gel, o PEG400 apresenta funcdo de agente aglutinante, diminuindo a concentracao
do F127 para a transigcéo inferior de fluido/gel de = 16,2% m/m para = 15% m/m,
mantendo-se dentro da faixa observada para o F127 puro que é de 32°C a 58°C, isto
€, as temperaturas de transicdo de geleificacdo se mantem apropriadas para
aplicacado farmacéutica, que deve ser aproxima a temperatura corpoérea, igual a
36,5°C. Estes limites inferior e superior sdo observados nas demais solucbes

analisadas, entretanto iniciam em concentragdes maiores para o F127.

Os diagramas para solucdes de copolimero F127 em agua e em solucdes
aguosas de PEG 6K e PEG 35K, nas concentracdes de polimero no intervalo de 0,1
a 10% em peso séao indicados por: (A) 0,1% m/m, (l) 0,5% m/m, ((J) 1% m/m, (@)
2% m/m, (O) 5% m/m, (®) 7% m/m, (¥) 10% m/m e (A) Para o F127 puro em agua
(Figura 13). As curvas sdo desenhadas através de todas as concentracdes
disponiveis para PEG 6K e 35K (RICARDO et al., 2012).

Regides de gel e solucdo movel determinada por inversdo do tubo séo
mostradas na Figura 13 para F127 em agua e em solucfes que contém até 5% em
peso de PEG 35K, e até 10% em peso para PEG 6K. Fases claras e turvas ndo sao
mostradas nesta figura. Dados relacionados para F127 com PEG 6K foram relatados
por MALMSTEN e LINDMAN, 1993.

E possivel observar na Figura 13, que os PEG 6K e 35K causam maior
influéncia na faixa de concentragcéo e temperatura de gel do F127 que o aditivo PEG

400, dada a menor massa molar deste.



47
Figura 13 — Diagramas de fase das solucdes aquosas das misturas de F127 com

PEG6K e 35K nas concentracdes 0,1 - 10 % em peso.
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Fonte: Autor.

5.2.Solubilizacédo do Bioativo - Quantificacdo por Espectroscopia UV/Visivel

5.2.1. Curva de Calibracao dos Bioativos

A solubilidade é estudada através da massa do bioativo solubilizada (mg)
por massa de copolimero (g), chamada de capacidade de solubilizagdo (Scp). A Scp €
calculada a partir da solubilidade total do bioativo na solucao do copolimero (Stot)
subtraida a solubilidade do bioativo em agua (S,) dividido pela massa do copolimero
(Mcop):

Scp = Stot - So/Mcop (7)

Visando verificar a contribuicdo da corona de polioxido de etileno na
solubilizacdo promovida pelo copolimero, CHAIBUNDIT e colaboradores, 2002,
estudaram a solubilidade da griseofulvina (bioativo modelo), numa solucdo de PEG
6K 5% m/m, e verificaram que a solubilidade se apresentou pouco diferente das
medidas de solubilidade desse bioativo em agua. Portanto, a solubilizagdo na corona

formada pelos blocos E ndo é uma consideracgao relevante.

CROTHERS e colaboradores, 2005, também estimaram a capacidade de

solubilizag&o (Scp) da corona composta por blocos E usando o bioativo griseofulvina e
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concluiram que esta néo influencia no valor de S¢p, do copolimero como um todo.

Assim, apenas a porcdo hidrofébica é levada em consideracdo e a capacidade de
solubilizagdo em mg/g de bloco hidrofébico (Sh) € analisada. A solubilidade é calculada
a partir dos valores de Scp, com:

Sh= Scp/Wh (8)

onde W é a fracdo em massa do bloco hidrofébico (We -1, onde WE é a fracdo em
massa do bloco hidrofilico e os valores de Wy calculados para as misturas sao
encontrados usando-se os valores separados dos copolimeros em funcdo de sua
proporcdo). A quantidade de Sn fornece uma medida direta da eficiéncia da
solubilizacdo em nucleos micelares, sendo independente da composicdo do

copolimero.

A curva de calibracdo para os bioativos griseofulvina, mangiferina e
guercetina foram obtidas em metanol, e a partir de cada curva de calibracdo foram
obtidas as respectivas equacdes enumeradas abaixo, que relacionam a absorcéo a
concentracédo (mg/dm?) dos biativos em estudo.

Griseofulvina (A = 292 nm)

Abs = 0,06556.[So] + 0,01187 (mg/L) R? = 0,99982 (9)

Mangiferina (A = 257 nm)
Abs = 0,06011.[So] - 0,0048 (mg/L) R2=0,99973 (10)

Quercetina (A = 375 nm)
Abs = 0,07722.[So] + 0,00186 (mg/L) R?=0,99899 (11)

O resultado de solubilidade aquosa (So) obtidos para os bioativos a 37 ° C,
seguindo o0 mesmo procedimento do método de dissolugcdo direta, esta listado na
Tabela 3. Observamos que a solubilidade da mangiferina é 8,7 vezes maior que a
determinada para a griseofulvina (bioativo modelo) e para a quercetina a solubilidade

determinada é 8,9 vezes menor quando comparada a da griseofulvina.
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Tabela 3- Solubilidade dos bioativos griseofulvina, mangiferina e quercetina em agua

(So) a 37° C.

Bioativo So (mg/dL) a 37 °C
Griseofulvina 1,88 +£ 0,02
Mangiferina 16,30 + 0,02
Quercetina 0,21 +£0,01

Fonte: Autor.

Segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010, Tabela 4, a expressao
partes refere-se a dissolucdo de 1 g de um soélido no nimero de mililitros do solvente
estabelecido no numero de partes. Para os bioativos temos: Para solubilizar 1 g de
griseofulvina — 53.192 mL de agua a 37° C sendo classificado como praticamente
insoltvel ou insoluvel; para solubilizar 1 g de mangiferina — 6.131 mL do solvente,
muito pouco soluvel e para solubilizar 1 g de quercetina — 476.191 mL de agua a 37°

C sendo descrita como praticamente insoluvel ou insoltvel.

Tabela 4- Termos descritivos de solubilidade e seus significados.

SOLVENTE TERMO DESCRITIVO

(1 g do so6lido / mL do solvente)

Muito soltvel Menos de 1 parte
Facilmente solavel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1.000 partes
Muito pouco solavel De 1.000 a 10.000 partes
Praticamente insoltvel ou insolavel Mais de 10.000 partes

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.
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5.2.2. Efeito dos Aditivos Polimeros PEG 400, 6K e 35K, na Solubilidade dos

Bioativos.

O estudo da solubilizagéo foi realizado observando-se o comportamento da
solubilidade dos bioativos griseofulvina, mangiferina e quercetina nas solucdes
micelares dos polimeros PEG 400, 6K e 35K nas concentra¢des de 0,1%, 0,5%, 1,0%,
2,0%, 5,0% e 10,0%, com e sem o copolimero Pluronic® F127 1% em peso, nha

temperatura de 37°C.

Na Tabela 5, observa-se que a influéncia do PEG 400 na solubilizacdo da
griseofulvina em solucdo de F127 1% em peso € significativa, confirmando a
compatibilidade entre a estrutura do polimero PEG 400 com o bloco-E hidrofilico do
copolimero F127. Segundo Oliveira e colaboradores, 2011a e 2011b, em solucdes
mais concentradas, o PEG 400 atua como pontes entre as micelas formando
aglomerados, 0 que acarreta uma maior estabilidade ao sistema, e uma maior

solubilidade do bioativo.

Tabela 5- Solubilizag&o da griseofulvina nas misturas de F127 a 1% m/m nas solu¢des
com concentracdes 0,1 - 30 % em peso do PEG 400, a 37 °C.

PEG 400 % S S-So S S-So
Sem F127 Com F127
0 1,88 - 4,42 2,54
0,1 1,78 0,10 3,07 1,19
0,5 2,06 0,18 3,72 1,84
1,0 2,02 0,14 4,22 2,34
2,0 2,30 0,42 4,11 2,23
5,0 2,72 0,84 4,48 2,60
7,0 3,34 1,46 4,70 2,82
10,0 4,82 2,94 6,03 4,15
20,0* 7,2 6,0 9,9 8,7
30,0* 16,3 15,1 20,8 19,6

Fonte: Autor. * RIBEIRO et al., 2013.
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A Figura 14 mostra os valores obtidos para a solubilidade da griseofulvina

em solugBes aquosas 0,1 — 30% em peso do PEG 400 (T = 37°C). O valor plotado (S
— So) refere-se a solubilidade do bioativo no aglomerado polimérico formado, onde S
é a solubilidade na solucéo e So é a solubilidade do bioativo de estudo em agua. Este

gréfico foi construido com base nos valores da Tabela 4.

Figura 14- Efeito da adicdo PEG 400 na solubilidade da griseofulvina a 37 °C, com (e)

e sem (m) F127 1% m/m, (A) somente em agua, (V) apenas no F127 1% m/m.
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Fonte: Autor.

No grafico apresentado na Figura 14, o simbolo (m) representa a solucao
contendo PEG 400 sem o F127, (e) para a solucédo de PEG 400 com F127 1% m/m,
(V) representa uma solugcdo contendo apenas o copolimero F127 1% m/m e o
bioativo, e o simbolo (A) para a griseofulvina em agua. Observa-se que solucbes
diluidas dos sistemas representados por (e € m) tem baixo efeito na solubilidade da
griseofulvina. A partir da concentracdo de 5 %m/m do PEG em solugbes de F127 1 %
m/m que se observa um efeito de aumento de solubilidade da griseofulvina quando

comparada com a observada em 4gua (A) e ou em solucdo aquosa de F127 1 % m/m

(V).
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A Tabela 6 mostra a influéncia do PEG 400, este trabalho, PEG 6 K e 35 K,

OLIVEIRA et al., 2011 a e b, na solubilidade da griseofulvina em solucdo aquosa do

copolimero F127 1% m/m.

Tabela 6- Solubilizagdo da griseofulvina nas misturas de F127 a 1% m/m com o0s

polimeros PEG nas concentrac¢des 0,1 - 10 % em peso a 37 °C.

PEG 400 PEG 6 K* PEG 35 K*
Concentragao

S-So SIS0 S-So S/So S-So S/So

0,1 1,19 0,63 2,40 1,28 2,20 1,17

0,5 1,84 0,98 2,63 1,40 6,43 3,42

1,0 2,34 1,24 3,06 1,63 6,18 3,29

2,0 2,23 1,19 3,66 1,95 6,30 3,35

5,0 2,60 1,38 4,58 2,44 6,18 3,29

7,0 2,82 1,50 5,16 2,74 6,24 3,32

10,0 4,15 2,21 5,76 3,06 7,96 4,23

Fonte: Autor. * Oliveira et al. 2011 a e b.

Observa-se que um aumento de solubilidade mais significativo para
griseofulvina foi a obtida no polimero PEG 35K (0,5 % m/m), pois com a adicéo de
uma pequena quantidade do polimero a solubilidade da droga encontrada foi de 6,43
mg/dL, sendo maior do que o valorem F127 2,5% m/m, que € de 5,6 mg/dL (OLIVEIRA
et al., 2011 a e b), levando o resultado a mais uma vez confirmar a afinidade entre a
estrutura do polietilenoglicol com o bloco-E hidrofilico do copolimero F127. Este
estudo sugere uma simples alternativa de otimizacao na capacidade de solubilizagao
de solugbes micelares para a griseofulvina, permitindo evitar a utilizacdo de uma
grande quantidade de surfactante, o qual pode ser econdmica e farmacologicamente
indesejavel.

Ao comparar na Figura 15 a atuacdo do PEG na solubilidade da substancia
griseofulvina, observa-se o aumento da solubilidade para o bioativo, podemos
relacionar com o aumento da massa molar dos polimeros utilizados como aditivo.

Desta forma, observa-se que para a solubilidade da griseofulvina o melhor sistema a



53
concentracbes abaixo de 2% é o PEG 35K, entretanto, considerando questfes

econbmicas/farmacologicas, o PEG 6K consegue obter uma melhoria ainda maior na
solubilidade com o aumento da quantidade adicionada ao sistema, se compararmos
o intervalo estudado, ocorre um aumento de 100 vezes na concentracéo do aditivo e

o0 PEG 6K teve o melhor rendimento no ganho de solubilidade para a griseofulvina.

Figura 15- Comparativo da solubilidade da griseofulvina nos sistemas PEG 400, 6K*
e 35K* com F127 1% m/m.
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Fonte: Autor. * Oliveira et al. 2011 a e b.

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram o efeito em adicionar
polimero para melhorar a solubilidade da griseofulvina por grama de solubilizante em
solucao, por exemplo, como (S-So)/mt, onde mt € a concentracao total de F127 (1%
m/m) mais polimero PEG, entretanto a adi¢cdo de 0,5% m/m de PEG 35K aumenta a
capacidade de solubilizacdo ((S-So)/mt) para um valor proximo ao dobro do valor
referente a solubilidade em F127 1% m/m puro (OLIVEIRA et al., 2011 a e b).
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Figura 16- Efeito da adicdo de PEG 400, 6K* e 35K* em soluc¢des de F127 a 1% m/m

na solubilizacdo da griseofulvina, expressos como (S-So/mt). Simbolo (V) indica o
valor de (S-So/mt) para F127 a 1% m/m em agua pura. T =37 °C.

5

N ‘Nn.,“ : pEG EK |
| A _
: o T
G2r A ‘ |
e L
.................. o
1 — [ IR R i ]
................ -.
v
0 ' | ' | |
0,0 0,5 1,0 1.5 “ -
PEG % m/m

Fonte: Autor. * QOliveira et al. 2011 a e b.

Nas tabelas 7, 8 e 9 observa-se a influéncia dos aditivos PEG 400, 6K e
35K na solubilidade do bioativo mangiferina na presenca e auséncia de F127 1% em

peso.

A solubilidade da mangiferina € 8,6 maior que a solubilidade da
griseofulvina em agua (So = 16,1 mg/dL e 1,88 mg/dL para mangiferina e griseofulvina,
respectivamente). Por essa razdo observam-se valores de solubilidade bem maiores
para mangiferina que para griseofulvina nos sistemas de maiores concentracoes e,
portanto de maior hidrofilicidade. Entretanto acredita-se que a maior solubilidade da
mangiferina em agua promova uma limitacéo para o efeito da massa molar do aditivo
nos sistemas de F127 e por isso haja uma diminui¢cdo da solubilidade deste bioativo
quando se analisa os resultados obtidos na presenca e auséncia dos PEG’s 6K e 35K.
Todos os valores de solubilidade da mangiferina em F127 1% m/m na presenca de
PEG 35K foram menores que os valores obtidos apenas em PEG 35K, enquanto os
resultados de solubilidade na presenca do PEG 6K tornaram-se menores que no

aditivo puro a partir de uma concentracao de 5%m/m.
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Tabela 7- Solubilizacdo da mangiferina nas misturas de F127 a 1% m/m nos polimeros

e nas concentracdes 0,1 - 10 % em peso de PEG 400, a 37 °C.

PEG 400 % S S-So  S-So/m: S S-So S-So/my

Sem F127 Com F127

0 16,31 18,36 2,05 2,05
0,1 12,09 -4,22 -3,84 25,20 8,89 8,08
0,5 1250 -3,81 -2,54 26,86 10,55 7,03
1,0 12,23 -4,08 -2,04 27,08 10,77 5,38
2,0 13,72 -2,59 -0,86 25,03 8,72 291
5,0 14,38 -1,93 -0,32 28,18 12,05 2,01
7,0 16,80 0,49 0,06 29,18 12,87 1,61
10,0 20,75 4,44 0,40 36,43 20,12 1,83

Fonte: Autor.

Tabela 8- Solubilizacdo da mangiferina nas misturas de F127 a 1% m/m nos polimeros

e nas concentracdes 0,1 -10 % em peso de PEG 6 K, a 37 °C.

PEG 6 K % S S-So  S-So/my S S-So  S-So/m:

Sem F127 Com F127
0 16,31 - --- 18,36 2,05 2,05
0,1 20,48 4,17 3,79 25,76 9,45 8,59
0,5 2250 6,19 4,13 28,19 11,88 7,92
1,0 23,99 7,68 3,84 30,27 13,96 6,98
2,0 28,97 12,66 4,22 34,67 18,36 6,12
5,0 71,51 55,20 9,20 41,47 25,16 4,19
7,0 87,83 71,52 8,94 47,87 31,56 3,94

10,0 111,99 95,68 8,70 66,00 49,69 4,52

Fonte: Autor.
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Tabela 9- Solubilizacdo da mangiferina nas misturas de F127 a 1% m/m nos polimeros

e nas concentracdes 0,1 -10 % em peso de PEG 35K, a 37 °C.

PEG 35K % S S-So S-So/m¢ S S-S0 S-So/mt
Sem F127 Com F127

0 16,31 18,36 2,05 2,05
0,1 2796 11,65 10,59 24,53 8,22 7,47
0,5 28,61 12,30 8,20 26,67 10,36 6,91
1,0 29,63 13,32 6,66 32,18 15,87 7,94
2,0 36,99 20,68 6,89 37,01 20,70 6,90
5,0 75,32 59,01 9,84 68,34 52,03 8,67
7,0 87,48 71,17 8,90 71,23 54,92 6,87
10,0 117,65 101,34 9,21 83,53 67,22 6,11

Fonte: Autor.

Os gréficos apresentados nas Figuras 17 (a), (b) e (c) apresentam os valores

obtidos da capacidade de solubilidade da mangiferina (S-So) versus concentracao do

polimero PEG 400, 6K e 35K em solucbes aquosas, preparadas com (e¢) € sem (m)

F127 a 1% m/m, na temperatura de 37°C.

Figura 17- Solubilidade da mangiferina em solucfes aquosas de PEG 400 (a), 6K (b)

e 35K (c) nas concentragdes 0,1 -10 % em peso a 37 °C, com(e) e sem (m) F127 1%

m/m.
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A solubilidade aumenta com a adicdo do polietilenoglicol, principalmente
com 0s que apresentam maiores massas molares, indicando que o aumento da
hidrofilicidade do meio melhoram a solubilidade da mangiferina, também pode-se
esperar que devido a afinidade do aditivo hidrofilico com a corona micelar hidrofilica
ocorre na solucdo uma maior formacéo de aglomerados das micelas de F127.

Comparando os trés sistemas na Figura 18, (a) com e (b) sem a presencga
do F127, em concentracdes baixo de 2% m/m do aditivo o PEG 6K é o mais eficiente.

Os gréficos apresentados nas figuras 19 (a) e (b), de (S-So/mt) versus as
concentracbes auxiliam na visualizagdo do PEG 400 e PEG 6K a baixas
concentracbes como melhor sistema para o bioativo mangiferina, pois atendem ao

objetivo do ganho de solubilidade com pouco adicdo de material a formulacéao.

Figura 18. Comparativo da solubilidade da mangiferina nos sistemas PEG 400, 6K e
35K nas concentragdes 0,1 -10 % em peso a 37 °C, (a) sem F127 e (b) com F127.
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Figura 19- Efeito da adicdo de PEG 400, 6K e 35K em solucdes de F127 a 1% m/m

na solubilizacdo da mangiferina, expressos como (S-So/mt). Simbolo (V) indica o
valor de (S-So/mt) para F127 a 1% m/m em agua pura. T =37 °C.
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Fonte: Autor.

O aumento na quantidade de PEG aumenta a solubilidade da mangiferina,
entretanto, esse ganho nao é proporcional a quantidade utilizado, na avaliacdo do
aumento da solubilidade para o bioativo em baixas adi¢bes do PEG, Figura 19, o PEG
6K 0,5% m/m mostra uma capacidade de solubilizacdo de aproximadamente 7,92
mg/g, valor que quase quatro vezes maior (2,05 mg/g) que a do bioativo somente em
F127 1% m/m. E um resultado que mais uma vez confirma a compatibilidade entre a
estrutura do polimero PEG com o bloco-E hidrofilico do copolimero F127, causando
um aumento micelar e consequente maior solubilidade do bioativo. Este estudo sugere
uma simples alternativa de aproximagdo para um aumento na capacidade de
solubilizacdo de solugdes micelares, permitindo evitar a utilizacdo de uma grande
guantidade de surfactante, o qual pode ser econbmica e farmacologicamente
indesejavel.

Nas Tabelas 10, 11 e 12 observa-se a influéncia dos aditivos PEG 400, 6K
e 35K na solubilidade do bioativo quercetina na presenca e auséncia de F127 1% em
peso, (Figuras 20 (a), (b) e (c)). A solubilidade da quercetina nos sistemas estudados
foi diferente do observado para a griseofulvina e mangiferina. Tal resultado pode ser

explicado pelo fato da quercetina apresentar a menor solubilidade em meio aquoso
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dos trés bioativos estudados. A sua solubilidade em agua determinada é 8,9 vezes

menor que a solubilidade da griseofulvina, farmaco de comparacéo (So = 0,21 mg/dL
e 1,88 mg/dL para quercetina e griseofulvina, respectivamente). Por essa razdo
observa-se que embora o PEG 400 ndo seja satisfatorio como aditivo para
griseofulvina nos sistemas estudados, obtém valores de solubilidade da quercetina
crescentes com 0 aumento da concentracao deste PEG. Quanto aos PEG’s 6K e 35K,
observa-se que ocorre uma queda da solubilidade do bioativo com o aumento de suas
concentragdes, fato igualmente observado para a mangiferina. Tal resultado pode
estar relacionado a grande hidrofobicidade do bioativo e por essa razéo
incompatibilidade com grandes aglomerados como 0s que ocorrem nestes sistemas a
altas concentragdes (OLIVEIRA, et al., 2011a e 2011b). Entretanto deve-se destacar
que os aditivos PEG 6K e 35K nas concentragbes de 0,1 e 0,5 apresentam 0s
melhores valores de solubilidade para a quercetina e, portanto, os trés sistemas sao
viaveis econbmical/farmacologica com destaque para o PEG 6K a 0,1%m/m (Figura
20 (d)).

Tabela 10- Solubilizac&o da quercetina nas misturas de F127 a 1% m/m nos polimeros
e nas concentracdes 0,1 -10 % em peso do PEG 400, a 37 °C.

PEG 400 % S S-So SIS0 S-So/my S S-So SISo  S-So/m
Sem F127 Com F127

0 0,21 - --- - 7,92 7,71 37,71 7,71
0,1 1,09 0,88 5,19 0,80 14,89 14,68 70,90 13,35
0,5 1,26 1,05 6,00 0,70 12,85 12,64 61,19 8,43
1,0 0,57 0,36 2,71 0,18 15,28 15,07 72,76 7,54
2,0 0,61 0,40 2,90 0,13 14,27 14,06 67,95 4,69
5,0 2,47 2,26 11,76 0,38 21,96 21,75 104,57 3,63
7,0 3,73 352 17,76 0,44 20,81 20,60 99,10 2,58
10,0 6,43 6,22 30,62 0,57 24,97 24,76 118,90 2,25

Fonte: Autor.
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Tabela 11- Solubilizacdo da quercetina nas misturas de F127 a 1% m/m nos polimeros

e nas concentracdes 0,1 -10 % em peso do PEG 6K, a 37 °C.

PEG 6K % S S-So SIS0 S-So/mt S S-So SIS0 S-So/mt
Sem F127 Com F127

0 0,21 --- --- - 7,92 7,71 37,71 7,71
0,1 0,21 0,00 1,01 0,00 23,90 23,69 113,81 21,54
0,5 0,35 0,14 1,64 0,09 17,65 17,44 84,05 11,63
1,0 -0,06 -0,27 -0,30 -0,14 16,73 16,52 79,67 8,26
2,0 0,70 0,49 3,31 0,16 12,90 12,69 61,43 4,23
5,0 2,28 2,07 10,85 0,34 13,57 13,36 64,62 2,23
7,0 2,72 2,51 12,97 0,31 11,76 11,55 56,00 1,44
10,0 4,59 4,38 21,87 0,40 8,73 8,52 41,57 0,77

Fonte: Autor.

Tabela 12- Solubilizac&o da quercetina nas misturas de F127 a 1% m/m nos polimeros

e nas concentracdes 0,1 -10 % em peso do PEG 35K, a 37 °C.

PEG 35K % S S-So SISo  S-So/mt S S-So SIS0 S-So/mt
Sem F127 Com F127

0 0,21 - - - 7,92 7,71 37,71 7,71
0,1 0,05 -0,16 0,26 0,23 17,98 17,77 85,61 77,83
0,5 0,25 0,04 1,20 0,80 16,47 16,26 78,44 52,29
1,0 0,30 0,09 1,42 0,71 15,19 1498 72,31 36,15
2,0 0,91 0,709 4,34 1,45 11,65 11,44 5550 18,50
5,0 1,85 1,64 8,80 1,47 8,67 8,46 41,30 6,88
7,0 2,74 2,53 13,06 1,63 6,96 6,75 33,13 4,14
10,0 4,71 4,50 22,43 2,04 5,06 4,85 24,09 2,19

Fonte: Autor.
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Figura 20- Solubilidade da quercetina em solucdes aquosas de PEG 400 (a), 6K (b) e

35K (c) nas concentracdes 0,1 -10 % em peso a 37 °C. Simbolo (V) indica o bioativo

somente em F127 a 1% m/m em &gua pura. T =37 °C.
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Fonte: Autor.

O grafico da Figura 21 a seguir mostra em quantas vezes a solubilidade da

guercetina foi modificada com a adicdo dos aditivos PEG’s, observa-se que as

misturas mais diluidas (menor concentracdo do aditivo) sdo as que proporcionam 0s

melhores valores de solubilidade para o bioativo. Observa que a adicdo do PEG 400

aumentou a solubilizacdo da quercetina, entretanto a adicdo do PEG 6K e 35 K

diminuiu, sendo explicado pelo fato dos mesmos serem mais hidrofilicos.
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Figura 21- Comparativo da solubilidade da quercetina nos sistemas PEG 400, 6K e

35K nas concentracdes 0,1 -10 % em peso, Simbolo (V) indica o bioativo somente

em F127 a 1% m/m em agua pura. T = 37 °C.
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Fonte: Autor.

Os valores de S/So mostram que o aumento da propor¢cdo de PEG 6K e

35K nas misturas ocasiona uma diminuicdo da solubilidade para o farmaco, sendo as

misturas diluidas as de melhores resultados, e ainda o aumento da concentracdo do

PEG 400 aumenta a solubilidade para quercetina confirmando a sua atuacdo como

melhor sistema na solubilidade deste farmaco.

A Figura 22 apresenta o grafico dos resultados do aumento da quantidade

de material polimérico e a solubilidade da quercetina. A solubilidade cai com o

aumento da quantidade de PEG presente em solucao.
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Figura 22- Comparativo da solubilidade da quercetina nos sistemas PEG 400, 6K e

35K nas concentracfes 0,1 -10 % em peso a 37 °C, com F127 1% m/m.
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Fonte: Autor.

5.3. Estrutura dos Géis: Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS)

Solucdes das misturas analisadas por SAXS foram usualmente retiradas da
refrigeracdo, aquecidas até a temperatura requerida e mantidas em repouso por 15
min para atingir o equilibrio. As misturas com géis de F127 (30% em peso) a 30 ° C
com os polimeros PEG 6K e PEG 35K sdo mostrados na Figura 23. Quatro picos ou
ombros séo vistos em cada perfil, correspondendo a reflexdes com valores do vetor
de espalhamento na sequéncia g/g* = 1, 1,155, 1,633, 1,915 caracteristicos da
estrutura cubica de face centrada (cfc). A Tabela 13 apresenta as amostras para 0s
quais os perfis obtidos foram satisfatorios, juntamente com os valores do vetor de
espalhamento na reflexdo de primeira ordem (g*), e os valores correspondentes do
espacamento d calculado como d* = 211/ g e o raio da esfera da micela para a estrutura
cfc calculado como s = (d \ 6) / 4. Dada uma incerteza experimental para g* de +
0,002 A, os valores de d (intervalo de 150-161 A) e s (intervalo de 92-98 A) s&o

aproximados para todos os géis listados na Tabela 11, se claro ou turvo.
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Figura 23-. Dados de SAXS obtidos a 30°C, para 30% em peso de geéis aquosos de

F127 mais PEG6K e PEG35K como indicado. Os valores de m/m% em peso de
polimero sdo mostrados. Escalas de intensidade e zeros séo arbitrérias.
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Fonte: Autor.

Tabela 13- SAXS: estrutura de gel, vetor de espalhamento g*, d-espacamento e raio
da esfera micela (rhs) para géis 30% em peso do copolimero F127 em 4gua e em
solugdes aquosas dos polimeros PEG 6K e PEG 35K a 30 ° C.

m/m%  gel Estrutura g Al d/A  msdA
Agua — claro cfc* 0.042 150 92
PEG6K 2 claro cfc 0.041 153 94
5 claro cfc 0.041 153 94
7 claro cfc 0.040 157 96
10 claro cfc 0.039 161 98
PEG35K 0.1 claro cfc 0.041 153 94
0.5 claro cfc 0.041 153 94
1 claro cfc 0.041 153 94
2 claro cfc 0.040 157 96
5 turvo cfc 0.042 150 92

cfc” = cubica de face centrada
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O valor quase constante de rns derivados de SAXS, valor médio 94 nm,

contrasta com o intervalo de valores do raio hidrodinamico (RICARDO et al., 2012).

Os dados de SAXS para todas as misturas apresentadas mostram uma
caracteristica comum, todos se referem a uma estrutura cubica de face centrada (cfc),
evidenciando que o gel de 30% m/m de F127 em agua apresenta uma estrutura cfc,

caracteristica de um sistema ordenado.

O empacotamento eficiente numa estrutura cubica acontece quando
micelas interagem efetivamente como esferas rigidas, isto €, a corona do bloco E de
uma micela que intumesce na agua é simetricamente radial (ou quase isso) e é
suficientemente concentrada que, a um dado raio, ela efetivamente exclui a corona de

bloco E de uma segunda micela.
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5.4.Avaliacao da Citotoxicidade.

A LDH é uma enzima citosélica, sendo assim, sua deteccdo no fluido
extracelular € um indicativo de morte ou perda da integridade e, na avaliacdo da
viabilidade celular, constitui num dos métodos mais sensiveis e eficazes (LOPES,
2010).

As Figuras 24 (a), (b), (c) e (d) mostram o efeito dos sistemas PEG 6K 0,5%
+ F127 1% com e sem os bioativos em estudo sobre a viabilidade de neutrdfilo

humano, medido através da atividade da LDH.

A mistura PEG 6K 0,5% m/m + F127 1% m/m (10, 50 e 100 um/mL), Figura
24a, ao contrario do Triton X-100 0,2% v/v (padrdo de citotdéxico) ndo aumentou
significativamente a atividade da LDH dos neutrofilos humanos, LDH: 5,87 + 1,60; 6,90
+ 1,12; 6,30 = 1,53 U/L, respectivamente, quando comparado ao grupo controle a
solucéo salina de Hanks, HBSS (6,06 + 0,40 U/L).

Para os sistemas avaliados no estudo com bioativos esses foram os

resultados:

a) A mistura PEG 6K 0,5% + F127 1% com o bioativo griseofulvina, Figura
24Db, apresentou os seguintes valores (LDH: 5,03 + 1,24; 2,54 + 1,28 e
2,59 + 2,59 U/L) para as concentracdes em estudo, valores menores que
os apresentados pelo grupo controle HBSS (6,61 £+ 0,26 U/L);

b) A mistura PEG 6K 0,6%/F127 1% com o bioativo quercetina (Figura 30c),
apresentou os valores (LDH: 9,87 + 3,72; 6,41 + 1,71 e 4,41 + 1,32) para
as concentracbes em estudo, valores menores que 0s apresentados
pelo grupo controle HBSS (6,76 + 2,25 U/L);

c) A mistura PEG 6K 0,6%/F127 1% com o bioativo mangiferina (Figura 24
(d)), apresentou os valores (LDH: 6,06 £ 1,63; 4,22 £+ 1,78 € 5,34 £ 1,19)
para as concentracdes em estudo, valores menores que 0s
apresentados pelo grupo controle HBSS (6,76 + 2,25 U/L).

Todos os sistemas avaliados apresentaram valores muito préximos para a atividade
do LDH em relacdo ao grupo controle negativo (ndo tratado), indicando auséncia de

citotoxicidade.
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Figura 24-. Avaliacédo da citotoxicidade dos sistemas: (a) PEG 6K 0,5% m/m + F127

1% m/m, (b) PEG 6K 0,5% m/m + F127 1% m/m + Griseofulvina, (c) PEG 6K 0,5%
m/m + F127 1% m/m + Quercetina e (d) PEG 6K 0,5% m/m + F127 1% m/m +
Mangiferina, mensurada pela atividade da lactose desidrogenase.
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5.5.Liberacéao in vitro

A realizacdo do estudo de liberacdo de um bioativo € necessaria para que se
tenha um parametro da quantidade de droga a ser veiculada no ambiente fisiol6gico

e a consequente absorg&o na corrente sanguinea.

Trés mecanismos tém sido considerados como padrdes de liberacdo em
encapsulados de nanoparticulas baseados em micelas: (i) difuséo, (ii) degradacéo do
copolimero e (iii) estabilidade da micela (ALLEN et al., 1999). Nesse trabalho, o
mecanismo de liberacdo utilizado, devido a concentracao do polimero no interior da

membrana de dialise ser estavel, foi o de difusao.

No caso de copolimeros com baixa taxa de degradacéo, a taxa de liberacao
é fortemente influenciada por fatores como: a forca de interacédo entre o farmaco e o
bloco formador do nucleo (principal fator), a fase de agregacdo do nucleo micelar, a
quantidade de farmaco encapsulado, a massa molecular do farmaco, o comprimento
do bloco formador do ndcleo e a localizacédo do bioativo dentro da micela (ALLEN et
al., 1999).

Na Figura 25 encontram-se os perfis de liberagcdo da mangiferina encapsulada
no sistema F127 1 % com PEG 6K 0,5 %, no qual se estuda a variagdo da
porcentagem de liberacdo do bioativo com o tempo de liberacdo gasto pelo sistema

em meio a um tampéao simulando o fluido intestinal de pH 7,4.

SHIN e colaboradores, 1998, notaram que 0s testes com o bioativo nao
encapsulado exibem uma liberacéo inicial bastante rapida e uma taxa de liberacdo de
guase 100%, mostrando a eficiéncia de sistemas micelares em controlar a liberagéo
de bioativos hidrofébicos, fato esse também observado nesse trabalho para o sistema

contendo mangiferina.

A liberagéo ocorre através do mecanismo de difusédo durante as 170 h,
correspondente a 7 dias, 0 que é condizente com o tipo de interagdo ndo-covalente
entre a mangiferina e nano-micela, sistema similar foi proposto MISSIRLIS e
colaboradores, 2006. A liberagdo da mangiferina por difusao permite controle sobre a

liberacao.
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Figura 25-. Liberacdo da mangiferina encapsulada no sistema F127 1 % / PEG 6K 0,5

%.
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Fonte: Autor.

O sistema que possui maior quantidade de bioativo encapsulado possui
menor taxa de liberacdo conforme observado por SOO e colaboradores, 2005, num
estudo de liberacdo do estradiol em micelas de um copolimero em bloco de
policaprolactona-polietilenoglicol (PCL-PEG) e por SHIN e colaboradores, 1998, em
estudo com o bioativo indometacina em um copolimero dibloco do mesmo tipo.

ALLEN e colaboradores, 1999, mostraram que o comportamento das
micelas nesse transporte de bioativo é determinado pelo fato de que a estabilidade
micelar é altamente dependente da composicao e da formacéo das micelas. Dessa
forma, podemos concluir que o sistema F127 com PEG 6K apresentou um perfil de
liberacdo controlada, tendo sua liberagcdo maxima iniciada em torno de 4 dias com
liberagéo de 14% do ativo.

O sistema F127 com PEG 6K aqui estudado é promissor para sistemas de
liberacdo de bioativos por serem bons agentes carreadores, apresentam micelas de

tamanho nanométrico, estaveis promovem uma liberacéo sustentada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS / PERSPECTIVAS

Os sistemas contendo os aditivos poliméricos PEG 400, 6K e 35K mostram-
se alternativas promissoras para o uso em administracdo subcutanea de bioativos
hidrofébicos, sendo compativeis com as caracteristicas de geleificacdo do constituinte
F127 puro, pois promove uma diminuigéo da concentragao de formacéo de gel.

Para os trés bioativos estudados, griseofulvina, quercetina e mangiferina,
observou-se que as estruturas micelares imersas em aditivo PEG 6K a uma
concentragdo de 0,5 % apresentou melhores valores de solubilizagdo quando
comparado as outras porcentagens e aos outros aditivos.

O estudo relacionado a toxicidade em neutréfilos humanos dos sistemas PEG
6K 0,5% com F127 1% com e sem o0s bioativos ndo apresentaram citotoxicidade
significativa quando comparados ao grupo controle sendo indicativo viavel sua
aplicacao em formulacdes farmacéuticas.

O estudo por SAXS revelou que a adicéo do polietilenoglicol as formulacdes
micelares do F127 ndo alterar sua estrutura cubica de face centrada.

O sistema F1271% com PEG 6K 0,5% contendo mangiferina apresentou um
perfil de liberacdo controlada, tendo sua liberacdo méxima iniciada em torno de 4 dias

com liberacédo de 14% do ativo.
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