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Resumo

BILHALVA, Alexandre Ferreira. Desenvolvimento e avaliacéo
farmacocinéticade géis termossensiveis paraadministracdo sustentada de
molécula hidrofilica. 2017. 65f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) —
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar in vitro e in vivo
formulacdes de liberacdo sustentada de molécula hidrofilica, um suplemento
energético bastante utilizado no meio veterinério, principalmente em bovinos
leiteiros em periodos adversos como o periparto. O estudo in vitro ocorreu no
Laboratorio de Bioquimica Clinica do NUPEEC, na Universidade Federal de
Pelotas, foram realizadas analises de geleificacdo, erosdo, e liberacdo do
farmaco. O estudo in vivo ocorreu no Centro de Pesquisa em Animais do Brasil,
em Séao Paulo, utilizando 10 vacas lactantes da raca Holandés, com peso entre
494 kg — 657 kg. Os animais foram divididos em 2 grupos de 5 animais cada,
variando, em cada um dos grupos as concentracdes poliméricas utilizadas nas
formulagBes. O grupo 1 continha 29% do polimero x e 10% do polimero y, e o
grupo 2 continha 26% do polimero x e 15% do polimero y. Diferentes
guantidades de formulagc&o era administrado para cada animal dependendo do
peso desse, a fim de alcancarem a concentracdo de 10 mg de molécula
hidrofilica/kg. Apés a administracdo das formulag6es, foram realizadas diversas
coletas sanguineas em periodos que iniciaram no momento da aplicacao até 216
horas ap0s a aplicacdo. O plasma coletado apés a aplicacdo das formulacdes
foi enviado para o laboratério LabFor, Campinas, ondem foram realizadas as
seguintes analises farmacocinéticas: area sob a curva, concentracdo maxima do
composto, e tempo para concentracdo maxima do composto. Em relacdo as
analises farmacocinéticas, em ambos os grupos as formulacdes foram capazes
de manter uma liberacéo sustentada de molécula hidrofilica por um periodo entre
72 h e 96 h. Ambos o0s grupos alcancaram a concentracdo maxima 2 horas apos
a aplicacdo das formulacbes. Nao houve diferenca estatistica em nenhum
periodo analisado, referente as concentrag6es de molécula hidrofilica (p=0,58).
O grupo 1 alcancou a concentragdo maxima de 14.140,00 ug/L e o grupo 2
alcancou a concentracdo maxima de 13.600,00 ug/L, ndo havendo diferenca
estatistica entre os grupos (p = 0,43). Em relacdo a area sob a curva, o grupo 1
obteve uma média de 4.262.717ug/L até as 96 horas de avaliagdo, e o grupo 2
obteve uma média de 4.120.091 ug/L até as 96 horas de avaliacdo, ndo havendo
significancia estatistica entre esses (p>0,05). O estudo obteve éxito em
desenvolver e avaliar formulacdes de liberagdo sustentada de molécula
hidrofilica, ambas as formulagbes foram capazes de manter a liberacdo dos
compostos ativos por um periodo de até 96 horas sendo, portanto, passiveis de
utilizacdo a campo.

Palavras-chave: liberacdo controlada; hidrogéis; bovinos; fosforo



Abstract

BILHALVA, Alexandre Ferreira. Development and pharmacokinetic
evaluation of thermosensitive gels for sustained administration of molécula
hidrofilica 2017. 65f. Dissertation (Master's Degree in Animal Science) —
Programa de Pds-Graduagcdo em Zootecnia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

The objective of the present study was to develop and evaluate in vitro and in
Vivo sustained release formulations of molécula hidrofilica, an energy supplement
widely used in the veterinary field, especially in dairy cattle in adverse periods
such as the peripartum. The in vitro study was performed at the Laboratory of
Clinical Biochemistry of NUPEEC, Federal University of Pelotas, analyzes of
gelation, erosion, and drug release were performed. The in vivo study was carried
out at the Brazilian Animal Research Center in S&do Paulo, using 10 lactating
Holstein cows weighing between 494 kg and 657 kg. The animals were divided
into 2 groups of 5 animals each, varying in each of the groups, the polymer
concentrations used in the formulations. The Group 1 contained 29% of polymer
x and 10% of polymer y, and group 2 contained 26% of polymer x and 15% of
polymer y. Different amounts of formulation were administered to each animal
depending on the weight thereof in order to achieve the concentration of 10 mg
molécula hidrofilica/kg. After the administration of the formulations, several blood
collections were performed in periods that started at the time of application until
216 hours after the application. The plasma collected after application of the
formulations was sent to the laboratory LabFor, Campinas, where the following
pharmacokinetic analyzes were performed: area under the curve, maximum
compound concentration, and time to maximum compound concentration.
Regarding pharmacokinetic analyzes, in both groups the formulations were able
to maintain a sustained release of molécula hidrofilica for a period between 72 h
and 96 h. Both groups reached the maximum concentration 2 hours after the
application of the formulations. There was no statistical difference in any period
analyzed, referring to molécula hidrofilica concentrations (p = 0.58). Group 1
reached a maximum concentration of 14,140.00 ug / L and group 2 reached a
maximum concentration of 13,600.00 nug /L, with no statistical difference between
groups (p = 0,43). In relation to the area under the curve, group 1 obtained an
average of 4,262,717 ug/L up to 96 hours of evaluation, and group 2 obtained a
mean of 4,120,091 upg/L up to 96 hours of evaluation, there was no statistical
significance among them (p>0,05). The study was successful in developing and
evaluating formulations of sustained release of hydrophilic molecule, both
formulations were able to maintain the release of the active compounds for up to
96 hours and therefore could be used in field.
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1 Introducéo

Nas ultimas décadas cada vez mais se tem investido em pesquisa e
alternativas para melhora na nutricdo e manutencéo energética de animais de
producdo. Especificamente quando falamos em vacas leiteiras, esses
ruminantes passam por periodos extremos de demanda nutricional,
principalmente durante o periodo de transicdo gestacéo/lactacdo (CAMPOS et
al, 2005). Nessa fase, comumente compreendida por 21 dias antes e 21 dias
apos o parto, o animal passa de uma situacdo em que esta gestante e néo

lactante, para uma situac&o de nao gestante e lactante (NETO et al, 2011).

Durante esse periodo de transicdo a vaca diminui sua ingestdo de
alimento, além de aumentar suas necessidades nutricionais para o
desenvolvimento do feto, e posteriormente para sintese do leite. Em funcéo
desse desequilibrio entre a demanda e disponibilidade de energia, o animal entra
em balanco energético negativo (BEN), ou seja, a vaca entra em um status de
déficit energético (SOUZA et al, 2015). Durante essa fase, 0 organismo inicia o
processo de mobilizacdo de suas reservas lipidicas, aumentando os niveis
séricos de acidos graxos nao esterificados (AGNEs), para tentar suprir a
demanda energética. Porém, durante esse processo, muitas vezes o figado nao
consegue metabolizar a grande quantidade de derivados da oxidagao dos
AGNEs, o acetil-CoA, e com isso ocorre o acumulo dessa molécula no figado. A
oxidacdo parcial do acetil-CoA formara os corpos cetdnicos (cc), que séo
majoritariamente 0 acetoacetato, acetona e p-hidroxibutirato (BHBA),
consequentemente acarretando o quadro denominado cetose (DRACKLEY,
1999).

A cetose ndo apenas acomete vacas leiteiras, mas também vacas de corte
e ovelhas, pois acontece no final da gestacdo, comumente a gestacOes
gemelares. Todas as complicacdes metabdlicas da cetose afetam diretamente a
produtividade dos animais, sendo um fator preocupante para lucratividade dos

sistemas pecuarios. O diagndstico da patologia pode ser realizado através de
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dosagens sanguineas de glicose e acidos graxos livres (AGLs), além da
deteccao de CC no leite e sangue (GEISHAUSER et al, 2000).

Portanto, buscam-se estratégias para minimizar o déficit energético
durante o periodo de transicdo, dentre elas estdo a utilizagcdo de dietas
especificas visando um maior aporte nutricional, bem como a utilizacdo de
suplementacdo energética a base de fésforo para esses animais. Um exemplo
de fosforo € o composto Molécula hidrofilica, uma fonte orgénica derivada do
acido fosforico, com papel importante no ciclo ADP/ATP, favorecendo a
fosforilagdo nucleotidica no ciclo de Krebs (PEREIRA, 2010). O Molécula
hidrofilica auxilia na reducdo do estresse, através da diminuicdo dos niveis de
cortisol e elevando os de insulina (VAN DER STAAY et al, 2007), horménio que
melhora a entrada de glicose na célula, sendo também responsavel pelo
armazenamento de energia nas formas de glicogénio, triglicerideos e proteinas
(CUTERI et al, 2007)

Entretanto, para manutencao dos niveis terapéuticos da molécula, se faz
necessario diversas administracbes ao longo de varios dias, pratica
extremamente dificil de ser realizada, principalmente quando estamos lidando
com um grande numero de animais. Nesse contexto, é necessario 0
desenvolvimento de novas formulagbes que possuam uma liberacdo sustentada,
gue visem a manutengdo do farmaco em um nivel terapéutico, por varios dias.
Para que isso seja alcancado, existem diversos métodos na tecnologia
farmacéutica (UHRICH et al, 1999) capazes de fornecer uma liberacéo lenta e
continua de farmacos, muitos desses sistemas sdo desenvolvidos com uma
matriz formada por polimeros ou membranas capazes de conter essa liberacao
(DE LYRA et al, o qual pode ser ativado por estimulos como temperatura, pH e
pressédo osmatica (BAJPAI et al, 2008).

Dentre os variados sistemas de liberacdo de farmacos, podemos citar os
hidrogéis como uma categoria de polimeros passiveis de utilizacdo na liberacao
controlada. Eles séo formados por polimeros solUveis em agua, formando redes
tridimensionais reticuladas (HOARE; KOHANE, 2008). A principal caracteristica
desses polimeros € sua capacidade de termogeleificacdo, ou seja, dependendo

da temperatura a formulacdo esta em estado liquido, e com o0 aumento desta, 0
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liguido passa para o estado de gel aumentando a sua viscosidade e resisténcia
(DETERMAN et al, 2007).

1.1 Objetivos

a) Desenvolver e avaliar uma nova estratégia para amenizar o balanco
energético negativo em vacas leiteiras;

b) Desenvolver e avaliar in vitro formulacdes de liberacdo sustentada de
molécula hidrofilica, utilizando polimeros biodegradaveis;

c) Realizar ensaios in vivo com vacas leiteiras em lactacéo;

2 Revisao de Literatura

2.1 Bovinocultura

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro
no cenario mundial. Segundo o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), o Brasil € dono do segundo maior rebanho efetivo do mundo,
com cerca de 200 milh6es de cabecgas. O pais, desde 2004, € lider nas
exportacdes, com um quinto da carne comercializada internacionalmente e
vendas em mais de 180 paises (MAPA, 2016).

O rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois
principais segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne e leite. O valor
bruto da producdo desses dois segmentos € estimado em R$ 67 bilhdes, esse
fator aliado a presenca da atividade em todos os estados brasileiros, evidencia

a importancia econdémica e social da bovinocultura em nosso pais (MAPA, 2016).

O clima tropical e a extenséo territorial do Brasil contribuem para esse
resultado, uma vez que permitem a criacdo da maioria do gado em pastagens.
Além disso, o0 investimento em tecnologia e capacitacdo profissional, o
desenvolvimento de politicas publicas, que permitem que o animal seja rastreado

do seu nascimento até o abate, o controle da sanidade animal e seguranca
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alimentar, contribuiram para que o Pais atendesse as exigéncias dos mercados

rigorosos e conquistasse espaco no cenario mundial (MAPA, 2016).

Em relacdo a pecuéria leiteira, dados do IBGE mostram que em 2014 a
producdao brasileira de leite chegou em 35,17 bilh&es de litros, demonstrando um
aumento de 2,7% em relacao aos dados de 2013. No panorama mundial, o Brasil
em 2014, se encontrava em 5° lugar no ranking de produ¢do mundial, atrds da
Uni&o Europeia, india, Estados Unidos e China (Milkpoint, 2016). O preco médio
nacional do litro do leite foi de R$ 0,96, gerando um valor de producédo de R$
33,78 bilndes em 2014 (Milkpoint, 2016).

A produtividade média da producdo de leite no Brasil foi de 1.525
litros/vaca/ ano, em 2014, correspondendo a um crescimento de 2,2% em
relacdo a observada em 2013 (1.492 litros/vaca/ano). A Regido Sul apresentou
a maior produtividade nacional, 2 789 litros/vaca/ano, um aumento de 4,3% em
2014, comparado ao ano anterior. No Sul do Pais ocorreram as maiores
produtividades, destacando-se o estado do Rio Grande do Sul com a maior
produtividade nacional (3.034 litros/vaca/ano), seguido por Santa Catarina
(2.694 litros/vaca/ano) e Parana (2.629 litros/vaca/ ano) (IBGE, 2016).

2.2 Balanco energético negativo e cetose

Dentre periodos adversos para animais de producdo como bovinos e
ovinos, o periparto, periodo que € designado como 21 dias antes até 21 dias
apos o parto, € uma das fases mais criticas na manutencdo da saude e da
producdo desses animais. Nesse periodo, o animal passa de um estado onde se
encontra prenhe e nao lactante, para um estado lactante ndo prenhe. No periodo
final de gestacdo e no inicio da lactacdo, as necessidades nutricionais desses
animais para o crescimento do feto e sintese do leite aumentam
consideravelmente, com isso a vaca nédo consegue atender suas demandas
nutricionais (WATHES et al, 2007).

Ha um grande aumento na demanda de glicose, aminoéacidos, e acidos

graxos para o estabelecimento da lactacdo (BAUMAN; CURRIE et al, 1980). H&
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intensa mobilizacdo de acidos graxos nédo-esterificados (AGNESs) pelo figado,
local onde essas moléculas de AGNEs podem ser oxidadas a dioxido de carbono
para fornecimento de energia, ou parcialmente oxidadas, produzindo os corpos
cetbnicos ou acetato o qual sdo transportados para diversas regides no
organismo (WATHES et al, 2007). Em outra via, os AGNEs podem ser
esterificados em triacilgliceréis (TAGs) o qual se acumulam no figado, tendo sua
maxima concentracao de 7 a 13 dias ap0s o parto e entdo diminui gradualmente
(GRUMMER, 1995; BAUMAN; CURRIE, 1980).

O pB-hidroxibutirato (BHBA) € a forma de corpo cetbnico mais
predominante no sangue, analisando a sua concentracéo, pode-se identificar um
aumento da oxidacdo de &cidos graxos. O aumento dos corpos cetbnicos
circulantes no organismo do animal caracteriza um dos sintomas da patologia
denominada cetose (HERDT, 2000). A cetose pode ser classificada em clinica e
subclinica, sendo que a primeira pode ser subclassificada em primaria,
secunddaria, alimentar e espontanea. A primaria ocorre quando o animal nao
recebe alimentacdo suficiente para suas demandas energéticas;, a cetose
secundaria ocorre quando a ingestdo de alimentos esta reduzida, como por
exemplo no periodo de transi¢éo, ou devido a ocorréncia de outras enfermidades
gue levam a uma menor quantidade de ingestdo de alimento, € a ocorréncia mais
frequente; a cetose alimentar ocorre quando o animal ingere muitos alimentos
precursores cetogénicos, como a silagem de milho, por exemplo; e a cetose
espontanea acontece quando hd um aumento sem causa identificada de corpos
cetbnicos no sangue (DUFFIELD, 2000). Os principais sintomas da cetose clinica
sdo: a perda do escore de condi¢cdo corporal, diminuicdo da producéao, fezes
secas, anorexia, e ocasionalmente podem ocorrer sintomas neurologicos
(SOUZA et al, 2015).

A cetose subclinica se caracteriza com um estégio inicial da cetose clinica,
porém sem alteracfes clinicas, mas com a elevacdo dos corpos cetbnicos no
sangue. As alteracdes fisiolégicas mais recorrentes sédo a hipoglicemia (até 90%
da glicose pode ser desviada para sintese de lactose) e cetonemia,
principalmente o BHBA (DUFFIELD, 2000).
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2.2.1 Perdas econdmicas

A cetose pode acarretar muitas perdas na producao leiteira, custo com
medicamentos, servigo de veterinarios, diminuigcdo da taxa de concepgéo, assim
como, em casos mais extremos, o proprio descarte do animal acometido. Além
disso, até mesmo a cetose subclinica aumenta o risco de doencas como mastite,

metrite, laminite e deslocamento de abomaso ocorrerem (MCART et al, 2012).

McArt e colaboradores (2014) identificaram perdas no valor de U$ 127.00
e U$106.00, respectivamente para nuliparas e multiparas com quadro de cetose.
Desse total, 32% foram devido a perdas na eficiéncia reprodutiva futura, 28 %
com outras doengas concomitantes, 22% referente a producao de leite, 13% por
descarte, 3% com tratamento, 2% mao-de-obra e 1% com diagndstico. As perdas
totais por cada caso de cetose no sistema de producéo foram de U$ 361.00 e de
U$ 279.00, respectivamente para nuliparas e multiparas. Deste total, 40% foi
devido aos gastos direto com os quadros de cetose, 32% relacionado a
ocorréncia de metrite e 28% a deslocamento de abomaso.

2.2.2 Estratégias terapéuticas e preventivas

Para prevencao da cetose usualmente se utilizam estratégias nutricionais
no seu periodo seco e periodo de transicdo. Os objetivos da dieta de transicédo
sdo especificamente prevenir a cetose subclinica através da maximizacédo da
ingestdo de matéria seca e fornecendo uma quantidade de energia satisfatoria
(OETZEL; GOFF, 1998). Alguns com vacas no periparto ja utilizaram algumas
estratégias baseadas em acido nicotinico (FURL, 1989), carnitina (LACOUNT et
al, 1995) glicerol (DEFRAIN et al, 2004), propilenoglicol e propionato
(KRISTENSEN; RAUN, 2007), monensina (ARIELI et al, 2008), metionina
(PREYNAT et al, 2009) e colina (CHUNG et al, 2009).

Uma alternativa recente tem sido a utilizagdo de suplementos energéticos
a base de fésforo organico como fornecimento de energia. As moléculas de
fésforo possuem uma grande importancia no organismo, esta diretamente
envolvido na sintese e composicdo dos acidos nucléicos (DNA e RNA),

hormonios, € integrante de moléculas intermediérias do metabolismo energético
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(ATP e ADP), além da participacdo da composicdo Ossea do animal
(GONZALES; SILVA, 2002).

O fosforo age sobre o equilibrio acido-basico dos fluidos através do
sistema tampéao-fosfato (UNDERWOOD, 1999) e também atua como constituinte
de fosfolipideos estruturais nas membranas celulares necessarios para a
absorcdo, movimentacédo, deposicdo e utilizacdo das gorduras no organismo
(UNDERWOOD, 1999) Além disso, o fésforo possui uma grande importancia no
metabolismo de carboidratos no figado, onde ocorre a fosforilagdo de todos os
intermediarios da gliconeogénese (KREIPE et al, 2011). Portanto, as taxas de
gliconeogénese e glicolise sdo reguladas a partir da biodisponibilidade de fosforo
(BERG et al, 2006).

2.3 Molécula hidrofilica

Dentre as estratégias de utilizacdo de fésforo para tratamento e
prevencdo das desordens energéticas em ruminantes, o molécula hidrofilica
(acido 1-(n-butilamino)-1-metiletil-fosfénico), um tipo de fésforo organico, é uma
alternativa bastante utilizada em ruminantes. Em uma aplicacdao de 100
miligramas de molécula hidrofilica contem aproximadamente 17,3 mg de fosforo

em sua composicao (ROLLIN et al, 2010).

O molécula hidrofilica ja € utilizado em um composto bastante difundido
no meio veterinario, o suplemento energético Catosal B12 (Bayer Saude Animal),
sua aplicacdo é recomendada diariamente em casos extremos de déficit
energético, em doencas cronicas a recomendacao é a aplicacao diversas vezes
em intervalos de 3 a 5 dias (Website Bayer Saude Animal — 24/10/16). De acordo
com a bula do suplemento, para bovinos e equinos adultos, a dose recomendada
varia de 5,0 ml — 25,0 ml, podendo ser administrado pela via subcutanea,

intramuscular ou intravenosa.

Em um estudo de Pereira e colaboradores (2013) foi utilizado o molécula
hidrofilica combinado com cianocobalamina (vitamina B12) em ovelhas na
primeira semana poOs-parto, essa combinacdo resultou em menores

concentragcdes de AGNEs e acetona no soro, e aumento das concentragdes de
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fésforo, glicose, e maior ingestdo de matéria seca pelos animais. Em outro
estudo de Pereira e colaboradores (2013) foi utilizado o molécula hidrofilica em
combinagcdo com a cianocobalamina em vacas em periodo pos-parto, nesse
trabalho foi verificado uma diminuicdo de AGNEs e colesterol nos animais
tratados, também foi identificada uma diminui¢c&o dos niveis de BHBA. Houve um
aumento na producéo leiteira e proteina do leite linearmente com o aumento das
doses do tratamento, indicando diversos beneficios na utilizacdo do molécula

hidrofilica como suplemente energético.
2.4 Liberacdo controlada de farmacos

A liberacao controlada € definida como a capacidade de liberacdo de um
farmaco em uma taxa pré-determinada, em um periodo pré-definidos, e essa
técnica vem sendo utilizada e estudada para eliminar limitacbes de sistemas
farmacéuticos convencionais de entrega de farmacos (QIU; PARK, 2001). Dentre
as inimeras vantagens da utilizacdo de dispositivos de liberacdo controlada
estdo a eficacia intensificada, toxicidade reduzida e maior conveniéncia na
aplicacao (UHRICH et al, 1999). Na liberacdo controlada pode-se trabalhar com
cada molécula de forma diferente, dependendo da forma de liberacdo e periodo
gue temos interesse que cada farmaco seja liberado. Por exemplo, se possuimos
uma molécula que é rapidamente metabolizada no organismo, podemos
desenvolver um sistema de liberagdo sustentada por um tempo bem mais longo
(RATHBONE; GURNY, 2000).

Na figura 1, temos um exemplo de comparacdo do método convencional
de liberacdo e aplicacdo de farmacos com a liberacdo controlada. Podemos
perceber a necessidade de diversas doses no método convencional, ao passo
gue a liberacdo controlada necessita de apenas uma aplicacdo para uma
duracéo de 24 horas. Também percebe-se que apenas niveis terapéuticos sao
atingidos na liberag&o controlada, entretanto no sistema convencional, quando
ocorre a administracdo das doses, o farmaco pode atingir niveis toxicos ao
organismo do individuo, além de que quando ha a proximidade de nova
aplicacdo de uma dose, o mesmo farmaco se encontra em uma faixa

subterapéutica.
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Figura 1 — Comparacéo entre o método de liberacao convencional e a liberagédo controlada.
Fonte: Uhrich et al, 1999, p.3183.

Em métodos de liberacdo controlada por distribuicdo, o dispositivo é
liberado em um local especifico do corpo do individuo, essa liberacdo pode ser
ativada por pH, temperatura, ou osmolaridade (HOARE; KOHANNE, 2008). Os
dispositivos poliméricos que promovem uma forma de liberacdo sustentada
“‘protegem” a molécula ativa do meio organico no qual estdo inseridos. Esse
mecanismo pode envolver o atraso da dissolugdo das moléculas do farmaco,
portanto inibindo a difus&o da droga fora do dispositivo, controlando a difuséo da
mesma (BAKER; RHODES, 1995). Na figura 2 temos uma comparacédo de
métodos de controle do dispositivo na forma de como o farmaco é liberado para
o0 meio. Na primeira parte da figura, a dissolucéo controlada, o polimero dissolve
gradativamente, com isso o farmaco vai difundindo pelo meio no qual esta o
dispositivo. Na segunda parte, em virtude da insolubilidade da matriz dos
polimeros, o farmaco difunde através de poros na estrutura desse, e apos isso
consegue entrar em contato com o meio, fora do dispositivo. Na parte final da
figura o dispositivo é desenvolvido com uma membrana semipermeével a agua,
com isso, a droga é dissolvida por essa agua e difunde através do polimero para

0 meio.
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Figura 2 — Tipos de difusdo de farmacos em dispositivos com métodos de liberagao sustentada
distintos.

Fonte: Uhrich et al, 1999, p.3183.

Na medicina veterinéria a liberagcdo controlada ja é bastante utilizada em
varios produtos como, dispositivos intrauterinos para controle de estro, como por
exemplo os dispositivos CIDR® (controlled internal drug release) (COLAZO et al,
2004; MARTINEZ et al, 2005), formula¢gdes subcutaneas para controle infec¢des
por carrapatos (ZEIDNER et al, 2008), bolus intraruminais anti-parasitarios

(ALVINERIE et al, 1999), tabletes vaginais antimicrobianos (GAVINI et al, 2002),
cépsula de liberacao controlada de monensina (DUFFIELD et al, 1999).

Dentre os polimeros capazes de serem utilizados para liberacédo
controlada, podemos citar os poliésteres, os poliortoésteres, polianidridos e

poliamidas como classes de polimeros bastante utilizados no desenvolvimento
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de dispositivos biodegradaveis (VILLANOVA et al, Uma classe com um grande
potencial de utilizacdo s&o os hidrogéis, polimeros que passam por um processo
de geleificacdo ao receber algum estimulo ambiental como, por exemplo,
variacdes na temperatura ou pH e formam um gel. Assim que esses estimulos
ndo estdo mais presentes, as formulagdes voltam para seu estado inicial liquido
(QIU; PARK, 2001).

2.4.1 Hidrogéis

Os hidrogéis séo estruturas tridimensionais na forma de redes interligadas
de polimeros soluveis em agua. Os hidrogéis podem ser desenvolvidos com
formas fisicas variadas, incluindo nanoparticulas, revestimentos e filmes
(HOARE; KOHANE, 2008). Dentre as possibilidades de utilizacdo desses
polimeros estdo a medicina regenerativa, engenharia de tecidos
(KHADEMHOSSEINI; LANGER, 2007), liberagdo controlada, entre outras
aplicacbes. Como mencionado anteriormente, esses polimeros sofrem
modificagbes quando entram em contato com estimulos ambientais como

temperatura, pH ou osmolaridade (figura 3).

hydrophilic block
hydrophobic block

1 temperature

hydrophobic
domains

Figura 3 — Processo de termogeleificacédo e modificacéo hidrofobica-hidrofilica de hidrogéis.

Fonte: Hoare; Kohane, 2008, p.1994
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Os hidrogéis podem ser classificados em dois grupos distintos: os géis
pré-formados e os géis formados in situ (MINKE; BLACKWELL, 1978). Nos géis
pré-formados sdo estruturas simples, altamente viscosas, que ndo sofrem
modificacdes pos-aplicacao, ja os géis formados in situ, sdo formulacdes menos
viscosas, e apos a aplicacdo no individuo, sofrem alteracdes estruturais devido
a estimulos fisiolégicos (RATHBONE; GURNY, 2000).

Hidrogéis sensiveis a temperatura sdo provavelmente os mais utilizados
em pesquisas, a maioria desses polimeros aumentam sua solubilidade em agua
com o aumento da temperatura. Normalmente as formulagdes, assim que séo
administradas no organismo, iniciam o processo de formacdo do gel (RUEL-
GARIEPY; LEROUX, 2004).

Ha um grande numero de polimeros utilizados para formacdo de
hidrogéis, entre eles podemos citar o poli(N-isopropilacrilamida), poli(N,N-
dietilacrilamida)  (figura  4),  metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,
hidroxipropilcelulose, carboximetilcelulose de soédio, carbopol, xantana, e os
pluronics (polaxameros) (RATHBONE; GURNY 2000).

—(C Hz—CIH—}— {CHE—JJ%—
¢=0 (=

Ok J
CH A\,
H,C* CH, HsCH,C" TH,CH,
poli(N-isopropilacrilamida) poli(N,N-dietilacrilamida)

Figura 4 — Estrutura quimica dos polimeros termossensiveis: poli(N-isopropilacrilamida) e

poli(N,N-dietilacrilamida)
Fonte: Adaptado de Qiu; Park, 2001, p.323

Na medicina veterinaria os hidrogéis sao utilizados principalmente para
tratamento de desordens oculares, como por exemplo, na ceratoconjuntivite

seca, uma doenca no qual ha um ressecamento da cérnea e da conjuntiva devido
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a uma menor por¢cdo aquosa da lagrima. Em coelhos também ja foi testado
hidrogéis para tratamento de ceratoconjuntivite seca utilizando os polaxameros
(WARING; HARRIS, 1979). Um trabalho realizado por Ryo (1989) utilizando um
hidrogel contendo o antibi6tico tartrato de tilosina, foi aplicado na regido ocular
de bezerros, e foi capaz de diminuir consideravelmente o nivel de proliferacédo
bacteriana nesses. Em outro estudo desenvolvido por Sezer e colaboradores
(2008), um hidrogel contendo quitosana e fucoidana, um agente cicatrizante, foi
utilizado em sete coelhos da raca New Zealand. Os animais tiveram uma

cicatrizacdo mais rdpida com a utilizacéo desse hidrogel.

2.4.1.1 Polaxameros

Os Polaxameros (Pluronics® e Tetronics®) sdo uma classe de polimeros
termorreversiveis muito utilizados em pesquisas e produtos devido a sua
caracteristica de formacdo de gel in situ, biodegradabilidade, atoxicidade e
facilidade de aplicacdo. Esses polimeros sdo formados por estruturas
tridimensionais em blocos normalmente na disposicdo A-B-A, onde duas
estruturas quimicas iguais ficam nas por¢des externas a essa disposicao tribloco,
e uma estrutura distinta na porcéo interna (BROMBERG; RON, 1998).

Dentre os grupamentos quimicos mais utilizados na manufatura dessa
classe de polimeros estdo o 6xido de polietileno e éxido de polipropileno, sendo
gue o primeiro usualmente se encontra nas porgdes externas do tribloco e o
segundo na por¢cdo interna. Os principais polimeros dessa classe estdo
representados na figura 5 (WANG; JIANG, 2005).

A sintese da estrutura tribloco PEO (6xido de polietileno)-PPO (6xido de
polipropileno)-PEO (6xido de polietileno), se da através da adicdo sequencial do
primeiro 6xido de propileno (PO) e depois o Oxido de etileno (EO) a um
propilenoglicol de baixo peso molecular, solivel em agua, um oligbmero 6xido
de polipropileno (ALEXANDRIDIS; HATTON, 1995). A figura 6 demonstra o
processo de sintese das cadeias tridimensionais de PEO-PPO-PEO.
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Figura 5 — Estrutura quimica dos polaxameros Pluronic®, Pluronic® R, Tetronic® e Tetronic® R.

Fonte: Qiu; Park, 2001, p.324
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Figura 6 — Sintese da estrutura tribloco PEO-PPO-PEO do poloxamero.

Fonte: Alexandridis; Hatton, 1995, p.2

As caracteristicas surfactantes desses polimeros, além da sua
capacidade de formacdo de micelas melhorando a capacidade de
armazenamento e entrega de farmaco, os tornam um tipo polimérico com
bastante potencial de utilizagcdo na liberacdo controlada (ALEXANDRIDIS;
HATTON, 1995). Esses polimeros possuem em uma grande variedade de
tamanhos e peso moleculares, com isso a sua viscosidade pode variar

extensamente de acordo com essas caracteristicas.

Farmacos incorporados em micelas utilizando os polaxdmeros melhoram
a penetracdo em tecidos devido as suas diferentes por¢des no qual as drogas
estao solubilizadas (SAETTONE et al, 1988). Normalmente, na preparacdo das
formulacdes utiliza-se o “Cold Method”, que consiste em solubilizar o polimero
em agua fria (5°C — 10°C) utilizando um agitador magnético, a formulagdo deve

ser refrigerada “overnight” para que tenha completa dissolucdo na &gua
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(SCHMOLKA, 1972). Por fim o farmaco é adicionado, formando uma solugéo
com caracteristicas termoreverssiveis, com a droga aprisionada na matriz do

polimero.

Utilizando diferentes concentracbes dos polimeros pode-se atingir
temperaturas de geleificacdo diferentes, esse fator € de muita importancia
guando desenvolve-se um dispositivo para utilizacdo em diferentes regides
fisiolégicas do animal (NEWA et al, 2007). Na figura 7 podemos observar as
diferentes temperaturas de geleificacdo variando-se as concentragbes do
polaxamero POLYMER X. Podemos observar que ao aumentarmos as
concentra¢cdes do polimero ocorre uma diminuicdo da temperatura de transicao,
portanto, quando se obtém interesse em desenvolver dispositivos para aplicacdo
em tecidos fisioldgicos, concentragdes muito elevadas do polaxdmero ndo sao

indicadas.
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Figura 7 — Temperaturas de geleificagcdo versus variacdo da concentracdo do polimero
POLYMER X de 10% (w/w) - 30% (w/w)

Fonte: Dumortier et al, 2006, p.2713

Todos o0s polaxameros possuem estruturas quimicas similares,

variando o seu peso molecular e composi¢ao do bloco PEO hidrofilico, e do bloco
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PPO hidrofébico (PATEL et al, 2009). Os polaxameros disponiveis sao
comercializados baseados em parametros como massa molecular, porcentagem
de alguma porcao especifica do polimero, como por exemplo o 6xido de etileno.
Os tipos mais utilizados desses polimeros sdo os polaxameros 68, 88, 98, 108,
124, 188, 237, 338 e 407 (PATEL et al, 2009).

3. Projeto de Pesquisa

PROJETO DE PESQUISA Inovacao Farmacéutica em Medicina
Veterinaria: desenvolvimento farmacotécnico e

ensaios clinicos

Qualificacao do principal problema a ser abordado

O segmento de saude animal é caracterizado como a industria fabricante
de produtos farmacéuticos veterinarios, a qual é responsavel por manter a saude
e produtividade dos diversos rebanhos em todo o mundo, bem como por
assegurar a sanidade e a abundancia do alimento que produzem. A expansao
do mercado veterinario mundial estd em evidéncia e pode ser atribuida a
continuidade da ameaca das doencas, ao aumento do interesse da populagéo

pela seguranca alimentar e a um maior rigorismo do arcabouco regulatorio.

s

No Brasil, este setor € caracterizado por dois tipos de empresas: as
multinacionais, que sdo de grande porte e tém acédo global, e as empresas
brasileiras, de pequeno porte e atuagao, normalmente, local. As multinacionais
lideram o processo de desenvolvimento e inovacéo, trazendo constantemente
para o mercado brasileiro produtos modernos, embora, sua atuacao global, ndo

permita que sejam especializadas.

Essa especializacdo fica a cargo das empresas nacionais, que

desenvolvem opcdes especificas para as necessidades locais e



determinados segmentos do mercado, ou surge das parcerias entre empresas
multinacionais e universidades, onde estas, conhecendo a realidade local,
propdem inovacédo baseadas nas demandas mercadologicas, amparadas por
aguelas, as quais séo beneficiadas por produtos inovadores, desenvolvidos com
especialidades regionais e/ou nacionais, mas com tecnologias globais
(Capanema, 2007).

Ha também consideraveis sinergias nas fases iniciais do processo de
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos dos setores humano e
veterinario. Essa similaridade faz com que a maioria das empresas que atua em
uma delas atue também na outra. Esse aspecto vem sendo cada vez mais
reconhecido pelas agéncias reguladoras, que, ao elaborarem as normas que
regem a industria veterinaria, procuram se espelhar nas exigéncias existentes

para a industria farmacéutica humana (Capanema, 2007).

Deste modo, encontramos na medicina humana, muitas inovacdes em
terapias medicamentosas, cujas tecnologias podem, muitas vezes, ser
extrapoladas para a medicina animal, necessitando, obviamente, de ajustes,
porém com grande possibilidade de fornecer a veterinaria, produtos inovadores
a partir de tecnologias avancadas ja utilizadas e com eficicia e eficiéncia ja
comprovadas.

Assim sendo, as propostas apresentadas neste projeto, buscam fornecer
as empresas do setor privado de desenvolvimento e producdo de produtos
veterinarios, a possibilidade de especializagdo e inovacdo em seus produtos,
buscando atender &reas especificas do mercado ancorado em exemplos muitas
vezes ja existentes na medicina humana e em estudos minuciosos de
investigacao cientifica no que tange a terapéutica veterinaria propriamente dita.

Além disso, cabe a consideracdo de que, mesmo quando ndo envolve a
descoberta de uma nova molécula, a inovagdo contribui para a melhoria da
saude animal, com medicamentos mais eficazes e contribuindo para o uso
racional. Além disso, oferecendo terapias alternativas, com vias de
administragdo mais simples, reduzidos efeitos colaterais ou mesmo alternativas

de tratamento a precos menores, ha a possibilidade de ampliacdo do acesso aos
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medicamentos as classes antes nao privilegiadas, caracterizando com isso

beneficios sociais.

Todas estas estratégias possuem um unico proposito: a melhora da
gualidade de vida dos animais, através da otimizacdo da agéo terapéutica das
formulacdes, com a reducao dos eventos adversos, propiciando o uso racional e

sustentavel de medicamentos veterinarios.

Objetivos e metas a serem alcancados

Objetivo geral

Desenvolver atividades de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacao de
produtos farmacéuticos de uso veterinario, com potencial para geracéo de

patentes.

Objetivos especificos

*Realizar ensaios in vitro de controle de qualidade de farmoquimicos para a

indUstria farmacéutica veterinaria;

*Realizar testes de compatibilidade de adjuvantes farmacéuticos de uso
veterinario: compatibilidade entre adjuvantes e entre estes e principios

ativos;

*Realizar ajustes farmacotécnicos de formulagdes farmacéuticas sob relatos

de problemas oriundos de sua manipulacéo e/ou fabricacao;

*A partir dos ajustes mencionados no item anterior, buscar implantacédo de

novas metodologias;
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*Realizar testes de inocuidade e de toxicidade de farmacos veterinarios, através
de ensaios em animais das espécies para as quais 0 medicamento

foi desenvolvido;

*Realizar avaliagdes in vitro de formulacbes veterinarias, através de

simuladores especificos apropriados para cada forma farmacéutica;

*Desenvolver sistemas farmacéuticos inovadores que reduzam o custo e o

tempo de tratamento, sempre atendendo as premissas do bem estar animal;

*Aperfeicoar a administracdo de principios ativos veterinarios através de

novas formas farmacéuticas, alterando ou ndo sua via de administracao;

*Desenvolver produtos farmacéuticos utilizando novos principios ativos, até

entdo utilizados apenas na medicina humana;

*Estudar associagdes de farmacos que possam trazer beneficio para a
terapéutica veterinaria, e que contribuam com o0 uso sustentavel de produtos

farmacéuticos;

*Aperfeicoar terapias veterindarias medicamentosas sob suspeitas de
ineficacia, amparando-se nos registros do Servico de Farmacovigilancia

Veterinaria;

*Desenvolver a capacidade de pesquisa e laboratorial de alunos de
graduacédo envolvido no projeto, oportunizando a0 mesmo O acesso a

métodos de pesquisa tecnoldgica.

31



Metas desta proposta

*Desenvolvimento de um sistema intravaginal polimérico de liberacéo

sustentada para administracao de farmacos em ruminantes;

*Validagao in vivo e in vitro do sistema desenvolvido.

Metodologia

Todas as metodologias a serem utilizadas durante a execugdo deste
projeto obedecerdo as preconizacdes das farmacopeias (Brasileiras e
Internacionais) e corresponderao aquelas utilizadas pela tecnologia farmacéutica

humana e/ou veterinaria.

Controle de qualidade de matérias primas

As matérias primas terdo suas caracteristicas farmacotécnicas avaliadas
in vitro através da verificacdo macroscopica de sua consisténcia e seus aspectos
morfologicos (Prista, 2002). Para tal, serdo utilizadas as mais variadas técnicas
metodologicas descritas na Farmacopéia Brasileira ou qualquer outra
Farmacopéia ou compéndio compativel que contenha informacdes sobre a
substancia ativa e/ou adjuvante em estudo (Farmacopéia Brasileira, 1988; British
Pharmacopeia, 2001; The United State Pharmacopeia, 2000).
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Testes preliminares

Séo estudos de pré-formulacédo, ou seja, testes preliminares de matérias
primas, cujo objetivo é verificar se as matérias primas possuem as caracteristicas
desejadas. Elas devem ser inertes quimica e farmacologicamente, porém
imprescindiveis para a elaboracdo de uma formulagdo, protegendo e/ou
melhorando as propriedades do farmaco. Mas eles podem reduzir ou ampliar o
efeito farmacoldgico, sendo por isso importante a realizacdo destes testes para
avaliar a real compatibilidade todos os componentes da formulacédo (Kibbe,
2000).

Preparo de formulacdes

Preparo de formulacédo de acordo com as Boas Praticas de Manipulacéo
e/ou Fabricacdo, utilizando insumos farmacéuticos (adjuvantes, substancias
ativas e outros materiais) obtidos de fornecedores qualificados e certificados, que
tenham sido aprovados nos testes de controle de qualidade realizado durante
seu recebimento (Lachman, 2001; Aulton, 2005).

Ensaios in vitro de formulagcdes

Nessa etapa, as formulagdes desenvolvidas seréo submetidas a ensaios
laboratoriais, de acordo com as premissas das Farmacopeias nacional e/ou
internacional, para verificagdo de seus comportamentos. Serdo preparados,
sempre que necessario, simuladores para verificagdo do comportamento das
formulacbes em um ambiente semelhante ao que se propfe implanta-lo
terapeuticamente e de acordo com a via de administracdo que estara sendo
proposta. A partir destes testes serdo feitos 0s ajustes necessarios, tanto na

concentracdo do ativo, como na quantidade dos adjuvantes ou substituicdo dos
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mesmos (Farmacopéia Brasileira,1988; British Pharmacopeia, 2001; The United

State Pharmacopeia, 2000).

Analise in vivo de formulacdes

Apés o ajuste da liberacao do principio ativo, a partir dos testes in vitro,
serdo feitos os testes em espécies animais, de modo a se averiguar se a
liberacao satisfatoria observada nos testes in vitro se reproduz também in vivo.
Nesta fase sera avaliada a inocuidade dos adjuvantes, em relacdo aos efeitos
farmacolégicos (Vila Jato, 1997), e também serdo feitos ajustes nas doses
necessarias para garantirem o efeito terapéutico, independente da forma
farmacéutica, da classe farmacoldgica e da via de administracdo, visto que
estardo em analises os parametros farmacotécnicos (Anselet al., 2000). Todos
estes ensaios serao realizados em animais adquiridos especificamente para esta
finalidade, respeitando-se as exigéncias previstas no cédigo de ética e bem estar

animal.

Ensaios de Biodisponibilidade

Levando-se em consideragcdo que sempre que a via de administracao é
alterada ou a forma farmacéutica € modificada, o medicamento adquire outra
bioequivaléncia, necessitando entdo que este parametro seja novamente
tracado para ajustes das doses terapéuticas e téxicas. Tais ensaios serao
realizados nos animais de espécies para as quais o0 medicamento foi
desenvolvido, objetivando a padronizacdo de intervalos de doses, bem como
corrigir pequenos problemas que possam comprometer a farmacodinamica e a

farmacocinética da preparacédo (Gennaro, 2004).

Tais ensaios utilizardo as diversas técnicas ja disponiveis para a

medicina veterindria, mas poderdo também passar por validacdo de



metodologias até entdo previstas somente para analise de medicamentos de uso

humano ou restrito a apenas alguns principios ativos.

Producéo dos pilotos de bancada

Estes experimentos possuem o objetivo de reproduzir o comportamento
da(s) formulacéo(bes) quando submetida a sucessivas producdes. Para isso,
serdo fabricados lotes-teste, que passardo novamente pelos ensaios in vitro
descritos anteriormente. Essa etapa, que antecede o ScalingUp (aumento de
escala), possibilitara avaliar o comportamento da formulagcdo quando submetida
a um ciclo produtivo com quantidades maiores de matérias primas, onde 0s
pontos criticos de uma formulagédo farmacéutica serdo observados (Gennaro,
2004).

Revisdo de Bulas

O processo de revisdo de bula é uma acao de constante necessidade,
que serve para atualizar as informagdes sobre o medicamento e seu
comportamento. Informacfes estas que precisam chegar ao consumidor, da

maneira mais clara possivel.

Além do servico de farmacovigilancia exigir que esta revisao seja feita a
cada renovacédo do registro de um medicamento jA comercializado, todos os
produtos farmacéuticos que sofrem um processo de inovacgao precisam ter suas
informag@es atualizadas neste documento, a bula, que o acompanhara por toda
a cadeia de produgcdo e comercializagdo. Seja uma mudanga na forma
farmacéutica, na via de administracdo, uma ampliacdo na aplicabilidade do
medicamento, uma nova interacdo medicamentosa detectada, um novo periodo

de caréncia verificado, tudo deve ser incluso na bula deste produto.
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Principais contribui¢cfes do projeto

Este projeto visa desenvolver estudos de inovagéo farmacéutica no setor
de medicamentos de uso veterinario, conduzindo pesquisas direcionadas ao
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, bem como otimizagdo das

ja existentes no mercado.

Também cabe a consideracdo de que, ainda que sejam disponiveis no
mercado veterinario, alguns produtos inovadores, 0s mesmos se restringem a
poucas classes terapéuticas utilizadas para pequenos animais, portanto a
proposta de inovagao contida neste projeto busca abranger as mais diversas
linhas terapéuticas utilizadas em grandes animais. Dessa forma, a inovacéo e o
patenteamento dos produtos pertencentes a este segmento sejam
desenvolvidos e/ou inovados, bem como a possibilidade de sua utilizagdo e/ou
comercializacdo, sao possibilidades de relevancia.

A capacidade de inovacao dos produtos veterinarios depende de alguns
fatores:

a. Capacidade financeira — gerar os fundos necessarios para investir em

inovacao e desenvolvimento;

b. Uma base forte na ciéncia da descoberta de medicamentos - entender

as causas e mecanismos das doencas;

c. Know-how técnico - capacidades de gestdo e logistica para

transformar descobertas cientificas em conhecimentos praticos e produtos;

d. Congregar o conhecimento e a genialidade humana — a capacidade

de navegar nos mares muitas vezes arredios da tecnologia e da ciéncia.
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O projeto ndo apresenta riscos maiores que impecam atingir os objetivos
propostos. Os insumos que serdo utilizados sdo de facil aquisicdo. Os
Laboratorios de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagéo da Universidade Federal
de Pelotas, bem como de outras Instituicdes parceiras, estardo a disposicao para
contribuir tanto com estrutura fisica quanto com recursos humanos qualificados

para a concretizacdo das metodologias proposta neste projeto.

Aspectos Eticos

Todos os procedimentos a serem realizados durante a execugao deste
projeto obedecerdo as preconizacdes legais da ética e do bem estar animal, e
estardo de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal

(COBEA) e do CONCEA (Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal). Além disso, este projeto estd em andamento, aprovado pelo Conselho
Coordenador do Ensino da Pesquisa e da Extensdo (COCEPE), sob o codigo
5.05.00.018.
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4 Metodologia

O molécula hidrofilica, com uma pureza de 99,70%, foi adquirido através
da empresa Bayer Brasil, os polimeros utilizados no desenvolvimento das
formulacbes foram adquiridos pela empresa Farben Brasil. A purificacdo da
agua, para utilizacéo nas formulacgdes, foi através do sistema Millipore ultra-pure
water (Milford, USA).

4.1 Preparacdao das formulacgdes de liberagdo controlada

As formulacbes foram desenvolvidas utilizando dois polimeros, através
do cold method (SCHMOLKA, 1972). Os polaxameros POLYMER X e POLYMER
Y, foram dispersos em 5ml de agua para injetaveis, para que alcancassem as
concentracdes de, 26% ou 29%, no caso do polimero POLYMER X, e 10% ou
15% para o polimero POLYMER Y. Apés a adicao dos polimeros, as formulacdes
ficaram em repouso sob uma temperatura de 4 °C, onde se mantiveram até

completa dissolucgéo (figura 8).

Figura 8 - Formulacdes poliméricas durante processo de preparagdo, apés a

hidratacdo das mesmas.

Apbs a identificacao da dissolucdo dos polimeros, em torno de 24 h, era
adicionado o molécula hidrofilica, as quantidades adicionadas era o suficiente
para as formulagfes atingirem as concentracbes de farmaco final de 10% ou
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15%. Foram testadas diversas combinacgdes entre diferentes concentracdes dos

polimeros e do farmaco.

4.2 Analise in vitro das formulacfes

Apos a realizacdo das formulacfes foram feitas analises de eroséo do gel
e liberacdo do farmaco. Primeiramente para analise de eroséo do gel foram feitas
aliquotas de 5 ml das formulacgfes e entdo realizado o processo de geleificacao
(figura 9). Nesse processo as formulagdes eram colocadas em tubos de ensaio
e levadas a um banho-maria sob aquecimento. A temperatura inicial de 4 °C e
era aumentada em 2 °C a cada 2 minutos apos a estabilizacdo da temperatura.
Posteriormente, em cada tubo foi adicionado 15 ml de tampao PBS (tampéao
fosfato-salino) para mimetizar os fluidos corporais e pH (7,4). Os tubos foram
levados a um banho-maria sob agitacao (Visomes Plus) a 37 °C. A cada 24 horas
era retirado todo o meio e realizada a pesagem dos géis para verificar a eroséo

desses.

Apos o processo
de geleificagao
_—

Solugdo polimérica Hidrogel

Figura 9 - Processo de in vitro de termogeleificacdo, as formulacdes apds alcangaram uma

determinada temperatura mudam de estado semissélido para estado sélido

No mesmo periodo era analisado o perfil de liberagdo do molécula
hidrofilica, através de andlise por espectrofotometria (Femto 700 Plus) do meio
de liberacdo coletado, no comprimento de onda de 254 nm. Para o calculo da
concentracéo liberada, com base na absorbancia gerada no espectrofotdmetro,
foi elaborada uma curva de calibracdo com concentragcdes conhecidas do

farmaco. Apos todos os testes realizados, duas formulagfes foram escolhidas
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para serem testadas in vivo, com base nos resultados de geleificacdo, duracao
do gel e liberacdo do farmaco, obtidos in vitro. Os resultados das analises estéo

descritos na secao de resultados e discussao.

4.3 Manejo de animais e instalagdes

Apos a selecdo das formulacdes, o experimento in vivo foi conduzido, do
dia 11/08/2015 — 20/08/2015, no Centro de Pesquisas em Animais do Brasil
(CPABR), localizada no municipio de Amparo, estado de Sao Paulo
(22°40°59.3'S; 46°52°06.5"W) (figura 10). Foram utilizadas 10 vacas da raca
Holandés (116 a 404 DEL), com peso entre 459 — 657 kg, e idade entre 2 e 6
anos (figura 11). Os animais foram aclimatados por um periodo de 5 dias anterior
ao estudo, e foram observados ao menos uma vez ao dia para verificacao da
saude dos mesmos. Caso fosse observada alguma anormalidade com qualquer
animal durante o periodo de aclimatacédo, o mesmo seria excluido do estudo.
Todos os animais possuiam escore de condicdo corporal (ECC) igual a 4,
conforme escala de 1 a 5 de Wildman et al. (1982). Durante esse periodo,

nenhuma medicagao ou vacina foi permitida.

42



Figura 10 - Centro de Pesquisas em Animais do Brasil (CPABR), Amparo, Sao Paulo.
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Figura 11 — Animais utilizados no experimento, vacas da raca Holandés, com peso
variando de 459 kg — 657 kg e idade entre 2 e 6 anos.

As vacas foram divididas em dois grupos: Grupo 1 (G1, n=5) e Grupo 2
(G2, n=5). O grupo 1 recebeu aplicacdo Unica de uma solucdo polimérica de
concentracdo de 10 mg/kg de molécula hidrofilica (formulagcdo 1). O grupo 2
recebeu aplicac&o Unica de uma solucdo polimérica de concentracdo também de
10 mg/kg de molécula hidrofilica (formulacdo 2). Ambos os grupos recebiam as

aplicacdes na regido do pescoco pela via subcutanea.

4.4 Coletas de sangue

Amostras de sangue foram coletadas nos seguintes periodos: Oh (pré-
tratamento), nos minutos 4, 8, 16, 30 min pds-aplicagdo, nas horas 2, 5, 8, 12,
24 (1 dia), 48 (2 dias), 72 (3 dias), 96 (4 dias), 120 (5 dias), 144 (6 dias), 168 (7
dias), 192 (8 dias) e 216h (9 dias) pés-aplicacdo. Aproximadamente 5 ml de
sangue foi coletado através da veia mamaria de cada animal em tubos
Vacutainer® contendo EDTA, apds a coleta era realizada a centrifugacédo para
obtengdo do plasma, e armazenado sob refrigeracdo a -20°C para posteriores

analises. Pequenos desvios de horario (respeitando um limite maximo de 10
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minutos a partir das coletas de horas) foram permitidos. Na figura 12 é possivel

observar o local de contencéo dos animais para as coletas de sangue.

Figura 12 — Infraestrutura do local de coletas sanguineas e pesagem dos animais.

4.5 Andlises sanguineas

A fim de identificar possiveis alteracdes fisioldgicas nos animais foram
realizadas diversas analises para estipular um perfil hematobioquimico dos
animais 5 dias antes e no ultimo dia de experimento, as analises realizadas
foram: valores individuais do hematdcrito (Ht), hemacias (He), hemoglobina (Hb),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), valores individuais do
namero de leucécitos (LEUC), neutréfilos segmentados (SEG), eosindfilos
(EOS), basdfilos (BAS), linfécitos (LINF), monécitos (MONO), bastonetes (BAST)
e plaquetas (PQT).
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4.6 Andlises farmacocinéticas

As analises farmacocinéticas foram realizadas junto ao laborat6rio LabFor
— Analises Laboratoriais Ltda (Campinas, SP). A partir dos resultados referentes
as analises cromatograficas e da dosagem de fosforo, foram definidos os
seguintes parametros farmacocinéticos da formulacéo: concentracéo plasmatica
maxima (Cmax), tempo para concentracdo plasmatica maxima (Tmax) e area
sob a curva (AUC). Com essas informacgdes foi possivel construir as curvas de

farmacocinética de cada uma das formulacdes.

4.7 Analises estatisticas
Para verificar as diferengas farmacocinéticas entre o grupo 1 e 2 foi
utilizado o software R 3.2.0 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria), pacote estatistico R commander, e a andlise realizada foi o teste t de

Student a um nivel de significancia de P<0,05.

5. Aspectos éticos
O estudo foi conduzido de acordo com 0 GSP (Boas Praticas Cientificas)
usando o VICH GL9 (Boas Praticas Clinicas) como referéncia, seguindo as
normas nacionais de bem-estar animal e outros requisitos regulatorios
aplicaveis. O estudo s6 teve inicio apds aprovacao ética, conforme a Lei Arouca
(Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008).

6. Resultados e discussao

6.1 Anélises in vitro

6.1.1 Formulacdes com 29% do polimero x

As concentracdes e temperaturas de geleificacdo das formulacdes em

triplicata, estao representadas na tabela 1 abaixo:
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Tabela 1 - Concentracdes utilizadas dos polimeros e farmaco nas formulagées, e

temperatura de geleificacdo das triplicatas:

Formulacdo | Polimero x | Polimero y | Molécula Triplicatas

(%) (%) hidrofilica (mg) (temperatura em °C)
1 29 0 0 22 22 22
2 29 0 500 18 18 18
3 29 0 750 17 17 17
4 29 10 0 33 33 33
5 29 10 500 31 31 31
6 29 10 750 30 30 30
7 29 15 0 34 34 34
8 29 15 500 32 32 32
9 29 15 750 31 31 31

De acordo com a tabela 1 observou-se que quando houve a adicdo do
polimero y nas formulagdes, houve um aumento nas temperaturas de
geleificagdo, em todas as formulagdes, a partir da formulacéo 4. Esse polimero
€ utilizado muitas vezes para que ocorra a modulacdo da temperatura de
geleificacdo das formulacbes (CHEN et al, 2013), em nosso caso, utilizamos

esse polimero para aumentar as temperaturas de geleificacao.

Também pode-se observar que quando o molécula hidrofilica era
adicionado, as temperaturas de geleificacdo diminuiam, esse fenbmeno era
amplificado quando as concentragbes eram aumentadas, como pode-se
observar principalmente nas formulagcbes 3, 6 e 9. Em relagcdo a esses
resultados, sabe-se que o molécula hidrofilica € uma molécula bastante
hidrofilica, com isso, quando aumentamos as concentracdes desse farmaco
fazemos com que ocorra um aumento da entrada de agua na matriz do gel,
fazendo com que esse se desfaca mais rapidamente. Nas formula¢gdes onde n&o
ocorre a presenca da molécula, possivelmente ocorra uma menor pressao

hidrostatica interna, com isso o gel dissolve de forma mais controlada.

As formulacgdes 4 e 7 foram satisfatOrias em se aproximar da temperatura

fisioldégica de 37 °C, mostrando-se promissoras para utiliza¢ao in vivo.

Na figura 13 pode-se observar os resultados da erosdao cumulativa das

formulacoes:
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Erosédo do gel
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Figura 13 - Perfil de erosao dos géis ao longo de 96 horas de duracéo

Em relacdo a erosdo dos géis, podemos observar que ao longo de 96
horas as formulagdes tiveram diferentes periodos e porcentagem de erosédo. As
formulacdes mais promissoras foram as que duraram 72 horas e 96 horas.
Dentre as formulacbes que perduraram por um periodo de até 72 horas, as

seguintes formulacdes: 3,5 e 8 possuiam o farmaco em suas formulacgdes.

As formulacfes 1,2 e 3 demonstraram uma velocidade de erosdo menor
até as 72 horas, fato que pode ser explicado pela auséncia do polimero
POLYMER Y, como mencionado anteriormente esse polimero modula as
temperaturas de geleificacdo, porém foi observado em nossos testes que sua
adicao nas formulacdes desestabilizava a estrutura matricial do gel, aumentando
a velocidade de erosdo. Passerini e colaboradores (2002) também verificaram
esse fenbmeno quando adicionavam o polimero y nas formulagbes em
combinacdo com farmaco ibuprofeno, identificando um aumento na taxa de

dissolucéo do gel.
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A figura 14 apresenta os resultados referentes a liberacdo do farmaco.

Liberacao da molécula
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Figura 14 — Quantificacdo de molécula hidrofilica liberado até as 96 horas, apos teste de

quantificacao in vitro

Até as 96 horas percebemos uma grande variacdo na liberacdo de
farmaco entre as formulag6es. As formula¢cdes com maior potencial foram a 2, 5
e 8, pois foram capazes de liberar o farmaco por 72 horas ou 96 horas. As
amostras 5 e 8, ambas com 500 mg de molécula hidrofilica, liberaram o farmaco
por 72 horas, a formulagdo 8 demonstrou um alto pico inicial com queda de
liberacdo pds periodo de 24 horas. Embora essa formulagcdo ndo tenha se
mantido por 96 horas, essa alta liberacao inicial € um fator interessante quando
desejamos a recuperacao rapida de um animal em situacdo energética critica,

como por exemplo, animais em cetose clinica.

Na amostra 2, com 500 mg de molécula hidrofilica, houve a liberacéo por
um periodo de 96 horas sem grandes oscilacées na liberacdo, mostrando-se um
resultado promissor, visto que esse é o padrdo de liberacdo que se espera de
uma plataforma de liberagdo controlada. A auséncia de grandes oscilacdes
possibilita a manutencdo de uma dose terapéutica, e a permanéncia do

dispositivo por um periodo satisfatério (FRASER et al. 1996).
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6.1.2 Formulagfbes com 26% do polimero x

Na tabela 2 abaixo estdo representadas as concentracdes das

formulacdes analisadas, e as temperaturas de geleificacédo das triplicatas.

Tabela 2 - Concentragbes dos polimeros e molécula hidrofilica utilizadas nas

formulacbes, e temperaturas de geleificac@o das triplicatas:

Formulacéo | Polimero | Polimero | Molécula Triplicatas (temperatura em
x (%) y (%) hidrofilica (mg) °C)
1 26 0 0 23 23 23
2 26 0 500 21 21 21
3 26 0 750 17 17 17
4 26 10 0 37 37 37
5 26 10 500 34 34 34
6 26 10 750 32,5 32,5 32,5
7 26 15 0 38,5 38,5 38,5
8 26 15 500 34 34 34
9 26 15 750 33 33 33

Em relagdo as temperaturas de geleificagdo, o que se pode perceber é

gue o comportamento das formulacfes de 26% era bastante similar as de 29%.

Sempre que a concentracdo do polimero y era aumentada, ocorria um
aumento nas temperaturas, como € possivel observar nas formulacdes de
namero 4 a 9. As formulagbes 4,5,6,7,8 e 9 alcancaram a temperatura de
geleificacdo de 37 °C, 34°C, 32,5°C, 38,5°C, 34°C e 33°C respectivamente,
demonstrando um grande potencial de utilizacdo para estudos in vivo. Em
relacdo a adicdo de molécula hidrofilica, as formulacdes se que continham uma
maior quantidade do farmaco demonstravam uma menor temperatura de
geleificacdo, como demonstrado na figura 16. Destacamos as formulacdes 3, 6
e 9 como as formulacdes mais afetadas pelo farmaco, devido a adicdo de 750

mg do farmaco nesses hidrogéis.

Como mencionado anteriormente, a provavel causa dessa alteracdo seja
a alta hidrofilicidade do farmaco, fator que favorece a entrada de &gua nas

formulacdes, aumentando assim a dissolucdo do gel.

Em relacéo a eroséo do gel, os resultados estdo demonstrados na figura

15 abaixo.
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Figura 15 — Avaliacdo do gel restante em 120 horas de eroséo

Apoés andlise dos dados, percebe-se que com adicdo de 3% a mais do
polimero x houve um maior periodo de liberacédo de farmaco. As formulacdes 1
e 2, que continham apenas 26% desse polimero, se mantiveram por até 120
horas, sem grandes oscilagbes na erosdo ao longo dos dias. As formulagdes
com maior quantidade de farmaco e também com uma concentracdo do polimero
y maior, obtiveram uma erosédo superior e duracdo do gel menor a partir da
observacéo do grafico, resultado j& esperado, em virtude das caracteristicas do
farmaco e polimero y.

A maioria das formulacdes se manteve por até 96 horas demonstrando
um ganho consideravel em relacdo as formulacbes de 24% de 407, onde a
maioria se manteve por até 72 horas. Os resultados de liberacdo de farmaco
estdo demonstrados na figura 16.
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Figura 16 — Quantificacdo de molécula hidrofilica liberado ao longo de 120 horas
de liberagéo

Ao longo de 120 horas de analises, as formulagdes 2 e 3 foram as unicas
gue mantiveram uma liberacao por até 120 horas. Essas formula¢des continham
500 mg e 750 mg de molécula hidrofilica respectivamente. As formulacdes 5,8 e
9 mantiveram uma liberacéo por até 96 horas, as formulaces 5 e 8 continham

500 mg do farmaco e a formulacao 9 apresentava 750 mg.

Um fator bastante importante nos resultados foi que ndo houve grandes
oscilacfes nas formulacdes. Esse fator € muito importante em formulagdes de
liberacdo controlada onde normalmente busca-se manter um padrdo similar de

liberacdo ao longo dos dias.

Na analise de 24 horas observamos um pico inicial de liberacéo, esse fato
pode ser devido a liberacgao inicial logo apos a aplicacdo da formulagéo e o tempo

necessario para que ocorra a geleificacdo dentro do animal.

Com esses resultados, selecionou-se duas formulagdes para utilizacdo no
estudo in vivo, a formulacéo que continha 29% do polimero x, 10% do polimero
y e 750 mg de molécula hidrofilica (grupo 1), e a formulacdo que continha 26%
do polimero x, 15% do polimero y e 500 mg de molécula hidrofilica (grupo 2).
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6.2 Resultados in vivo
6.2.1 Anélises hematobioquimicas

Nas tabelas 3 e 4 abaixo estéo os resultados das analises sanguineas dos

animais 5 dias antes e no ultimo dia de coleta.

Tabela 3 - Resultados referentes as andlises de hematdcrito (Ht), hemacias (He),
hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e

concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

ANIMAL  TEMPO HT HE Hb VCM HCM CHCM

1 D-5 25,8 5,76 8,3 45 14,3 32
D+9 26,4 5,85 8,9 45 15,2 33,7

2 D-5 25,2 5,59 8,3 45 14,8 32,7
D+9 27,4 5,97 9,2 46 15,4 33,6

3 D5 27,1 5,83 8,5 46 14,6 31,5
D+9 27,6 5,95 9 46 15,2 32,7

4 D-5 26,8 6,3 8,4 42 13,4 31,5
D+9 27,3 6,33 9 43 14,3 33,2

5 D-5 31,1 6,48 9,9 48 15,2 31,7
D+9 34,8 7,26 11,4 48 15,8 32,9

6 D-5 31,5 7,16 9,6 44 13,4 30,6
D+9 28,4 6,51 9,5 44 14,5 33,3

7 D-5 29,2 7,66 9,3 38 121 31,7
D+9 27,7 7,16 9,2 39 12,8 33,2

8 D-5 21,2 4,72 6,9 45 14,6 32,4
D+9 22,4 4,57 7,6 49 16,6 33,8

9 D-5 32,7 7,56 10,3 43 13,6 31,5
D+9 34,5 7,91 11,3 44 14,3 32,8

10 D-5 26 5,84 8,4 44 14,4 32,4
D+9 25,3 5,64 8,4 45 15 33,4

He (10%/uL); Hb (g/dL); Ht (%); VCM (fL); HCM (pg); CHCM (g/dL).



bastonetes (BAST) e plaquetas (PQT).

Tabela 4 — Valores referentes as analises do numero de leucdcitos (LEUC), neutrdfilos
segmentados (SEG), eosindfilos (EOS), baséfilos (BAS), linfécitos (LINF), monécitos (MONO),
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ANIMAL TEMPO LEU MONO LINFT BAS EOS SEG BAST PQT
1 D-5 15800 0 6952 0 1264 7584 0 682000
D+9 11200 672 5600 0 560 4368 0 542000
2 D-5 18800 1692 14288 0 376 2444 0 518000
D+9 18500 1480 13135 0 740 3145 0 444000
3 D-5 22900 916 17404 0 2061 2519 0 127000
D+9 29300 2344 21682 0 2637 2637 0 125000
4 D-5 9700 485 5335 0 679 3104 97 534000
D+9 12200 1098 6100 0 854 4026 122 354000
5 D-5 28500 855 20805 0 1995 4845 0 302000
D+9 24800 1736 19096 0 992 2976 0 527000
6 D-5 11300 565 6893 0 339 3503 0 520000
D+9 13800 966 7452 0 0 5382 0 358000
7 D-5 17700 531 14868 0 0 2301 0 476000
D+9 21000 1260 14070 0 420 5250 0 341000
8 D-5 8500 850 5355 0 170 2040 85 479000
D+9 9700 873 5626 0 194 3007 0 670000
9 D-5 15300 612 8874 0 1989 3825 0 684000
D+9 15000 750 7800 0 2250 4200 0 541000
10 D-5 9700 97 4074 0 1552 3977 0 600000
D+9 10800 216 5724 0 324 4536 0 702000

LEUC(cel/uL); SEG(cel /uL); EOS (cel /uL); BAS (cel/pL); LINF T (cel/pL); MONO(cel/uL); BAST
(cel /uL); PQT (cel /uL)

N&o foram identificadas alteracdes fisiologicas importantes nas analises

hematolégicas antes e apd6s o estudo. Os resultados demonstram que as

formulacdes néo interferiram no perfil hematobioquimico dos animais.



6.2.2 Avaliagdes farmacocinéticas

Os gréficos de farmacocinética estdo demonstrados na figura 19.

Avaliacdo farmacocinética de molécula hidrofilica
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Figura 17 — Resultados referentes as concentracdes de molécula hidrofilica em todos os

periodos analisados do estudo in vivo.

Ambos os grupos (grupo 1 - 29% do polimero x, 10% do polimero vy, e
grupo 2 - 26% do polimero x, 15% do polimero y), foram capazes de manter uma
liberacdo por um periodo entre 72 horas e 96 horas, o pico de liberacdo das
formulac6es em ambos os grupos foram 2 horas apos aplicacdo. Na tabela 5
abaixo temos as médias das concentragfes plasmaticas dos grupos em todos

0s periodos analisados:
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Tabela 5 — Média das concentracdes plasmaticas de molécula hidrofilica (ug/L), dos grupos 1 e

2, ap6s diferentes periodos

Formulac@es

Periodos Grupo 1 Grupo 2
0 min 0 0

4 min 1512,0 1326,0
8 min 4434,0 3772,0
16 min 7932,0 7968,0
30 min 11298,0 12350,0
2h 14140,0 13600,0
5h 5774,0 5536,0
8h 1749,8 1514,0
12h 379,2 345,2
24h 35,34 27,98
48h 8,98 7,66
72h 6,63 5,21
96h 0 0

Referente as concentracbes de molécula hidrofilica nos periodos
analisados, nao houve diferenca estatistica entre 0os 2 grupos apos analise das
médias das concentracdes de molécula hidrofilica (p=0,58).

Na tabela 6 estdo apresentados os dados referentes aos parametros

farmacocinéticos Tmax (minutos), Cmax (ug/L) e AUC (area sob a curva).

Tabela 6 — Média dos parametros farmacocinéticos dos grupos

Formulagdes Cmax (ug/L) Tmax (minutos) AUC (ng. 96h/L)
Grupo 1 14.140,00 120,00 4.262.717,04
Grupo 2 13.600,00 120,00 4.120.091,60

Tmax (minutos) = tempo para concentracdo plasmatica maxima; Cmax (ug/L) = concentracdo
plasmatica méaxima; AUC = area sob a curva a partir da concentracdo plasméatica em funcéo do
tempo entre 0 e 96 horas.

A biodisponibilidade do composto dada pela AUC no grupo 1 foi de
4.262.717,04 pg/L, e no grupo 2 a foi de 4.120.091,60 ng/L, ndo havendo
novamente diferenca estatistica (p>0,05) novamente demonstrando uma
similaridade na liberacdo do farmaco em ambas as formulacbes. As
concentracfes maximas também obtiveram resultados similares, ndo havendo

diferenca estatistica entre as formulag¢des (p= 0,43).
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As formulagbes desenvolvidas foram capazes de manter a liberag&o por
um periodo entre 72 horas a 96 horas, mantendo o fornecimento de molécula
hidrofilica para os animais. Nao houve nenhuma reacéo inflamatoéria local nos
animais em todos os periodos analisados. A facil manipula¢cdo dos polimeros e
sintese das formulacg6es sédo fatores que possibilitam a producéo em larga escala
desse tipo de plataforma de entrega sustentada de farmacos. A combinacao dos
polimeros com a molécula hidrofilica, geram grandes possibilidades no
tratamento e prevencdo de desordens energéticas em animais de producao,
principalmente se tratando de vacas leiteiras pelo fato desses animais passarem

por situacdes de extremo desbalanco energético em periodos como o periparto.

Estudos ja ressaltam a importancia dos polaxdmeros na liberacédo
controlada de substancias, como um estudo realizado por Ricci e colaboradores
(2005) no qual desenvolveram uma formulacdo de liberacdo prolongada
contendo o farmaco Lidocaina, um anestésico local, em combinacdo com o
polimero x, polimero que confere liberacdo prolongada, e foram capazes de
manter a liberacdo por um periodo maior que 6 horas, ndo havendo necessidade
de reaplicacao. Outro trabalho realizado por Heilmann e colaboradores (2013)
utilizaram o polimero x em combinacdo com a morfina, opioide com alto poder
analgésico, na geracdo de uma formulacéo de aplicacao toépica, obtendo uma

liberag&o do farmaco por mais de 24 horas em pele humana sintética.

E muito provavel que a ndo duracdo por um periodo maior do gel, in vivo,
no presente estudo, seja devido ao fato de que a molécula de molécula hidrofilica
contribua de para desestabilizar a estrutura micelar do gel, devido a sua
hidrofilicidade, dificultando assim sua estabilidade por um namero maior de
horas, e também favorecendo a maior liberacéo inicial do farmaco. Os testes in
vitro corroboram com essa hipotese, visto que quando uma maior quantidade de
molécula hidrofilica era adicionada nas formulagfes, diminuia a resisténcia do

gel, além de alterar a temperatura de geleificagdo das mesmas.

A adicédo do polimero y também é um fator que provavelmente afetou a
duracédo do gel, tal qual ocorreu nos testes in vitro. Esse polimero foi utilizado
nas formulagbes com objetivo de modular a temperatura, fazendo com que ela

geleificasse préximo aos 37 °C.
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Os hidrogéis podem ter sua forca aumentada utilizando polimeros
diferentes na sua composicdo, como por exemplo Chen e colaboradores (2013),
utilizaram o polimero Carbopol 940 combinado com o polimero y e 407, e 0
farmaco 2 — hidroxipropil-B-ciclodextrina, para desenvolver um hidrogel com
maior forca e consequentemente menor taxa de liberagdo do farmaco. Nesse
estudo o hidrogel demonstrou uma maior bioadesividade, forca, e dureza, além

da temperatura de geleificacdo de 38,3 °C ser alcancada.

Em nossos estudos a realizamos testes com outras substancias afim de
aumentar a forca do gel, e portanto sua permanéncia por um maior tempo.
Utilizamos a hidroxipropilmetilcelulose para aumentar a forca do gel, porém nao
obtivemos resultados satisfatorios, além do que dificultava muito a solubilizacéo
das formulagdes em geral. Em outro teste, também foi adicionado cloreto de
sédio nas formulacdes na tentativa de obter aumento da forca dos géis, em
virtude do ressecamento da rede matricial, porém apds alguns testes nao

identificamos diferenca em relacdo ao tempo de permanéncia dos geéis.

O estudo in vivo foi bastante importante para identificarmos dificuldades
de aplicacdo a campo, principalmente em relacdo as caracteristicas de
seringabilidade das formulacdes. As formulagcbes com 29% do polimero x
demonstraram maior viscosidade, e portanto, maior dificuldade de aplicacdo em
comparacao com as formulacdes de 26%. O fator da alta temperatura ambiental
afetar a viscosidade das formulacbGes pode ser contornado através da
refrigeragdo dessas quando forem utilizadas a campo. Embora houvesse uma
viscosidade aumentada nas formulac¢des, ndo foi identificado efeitos fisioldégicos

negativos que dificultariam a utilizacéo das formula¢cdes a campo.

Também pode-se utilizar as formulagdes prontas dentro das seringas, nas
guantidades necessarias, refrigeradas, a fim de facilitar a aplicacdo e

manipulacéo das formulagdes.

7. Conclusao

Os estudos demonstraram que foi possivel desenvolver e avaliar in vitro

e in vivo, formulacdes de liberac&o prolongada utilizando os polaxameros 188 e
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407, além da utilizacdo da molécula de molécula hidrofilica. Essas formulacdes
se mostraram efetivas em manter uma liberacdo por um periodo de 72 horas a
96 horas, ndo causando nenhum efeito fisiolégico negativo nesses animais

demonstrando seguranga na utilizagdo in vivo.

Novos estudos serdo desenvolvidos com intuito de diminuir a erosao do
gel e consequentemente prolongar a liberacao do farmaco, assim, os préximos
objetivos serdo manter um nivel terapéutico de fésforo por um maior periodo,

fazendo com que o numero de aplicagdes das formulacdes seja reduzido.
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