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RESUMO

A quitosana, polimero biodegradavel extraido a partir da quitina, vem se
destacando na industria farmacéutica como carreador de farmacos. A genipina,
composto natural extraido a partir do Jenipapo, atua como agente reticulante
natural. Sendo assim, o presente trabalho objetivou desenvolver e caracterizar
hidrogéis de quitosana reticulados com genipina e avaliar in vitro o perfil de
liberacdo do diclofenaco de sodio. Além disso, objetivou-se avaliar a citotoxicidade
in vitro dos componentes utilizados na obtencdo dos hidrogéis, bem como de
fracOes liberadas contendo o farmaco em diferentes meios de dissolugdo. A
formulacdo obtida foi caracterizada em termos de morfologia macroscopica e
microscopia, perfil termoquimico e perfil de intumescimento. O perfil de liberacdo
do farmaco foi analisado através de ensaio de dissolucéo in vitro em pH 1,2 e 6,8,
e também em fluidos intestinais simulados em pH 3,0 e 7,0. A citotoxicidade foi
avaliada através do teste de MTT em células MRC5 e Caco-2, com tratamentos de
6 e 24 h. A formulacdo final apresentou as seguintes concentracfes: quitosana
1,250% (m/v), genipina 0,185% (m/v) e diclofenaco sédico 0,250% (m/v). A partir
dos ensaios caracterizamos o hidrogel como um dispositivo altamente poroso, com
perfil de intumescimento e perfil de liberacdo dependentes de pH e com
caracteristicas intrinsecas de promocao de protecédo entérica. A liberacdo em pH
acido foi minima (10% + 0,43) em comparacao a liberagdo em 5 h em pH préximo
ao neutro (70% * 13,5). Testes de citotoxicidade dos componentes e da formulacao
revelaram propriedades néo toxicas em ambas linhagens celulares, apresentando
viabilidades entre 75% (£ 5,94) e 106% (+ 3,71) nas duas concentracfes mais
baixas testadas. A formulag&o desenvolvida neste estudo € biocompativel e possui
potencial para liberacéo controlada de diclofenaco de sédio administrado pela via

oral.



ABSTRACT

Chitosan, a biodegradable polymer extracted from chitin, has been standing out in
the pharmaceutical industry as a drug carrier. Genipin, a natural compound
extracted from genipap, acts as a natural crosslinking agent. Therefore, the present
study aimed to develop and characterize chitosan hydrogels crosslinked with
genipin and evaluate the in vitro release profile of sodium diclofenac. In addition, to
evaluate the in vitro cytotoxicity of the components used to obtain the hydrogel, as
well as the released fractions containing sodium diclofenac in different media. The
formulation obtained was characterized in terms of macroscopic and microscopic
morphology, thermochemical profile and swelling profile. The drug release profile
was analyzed through in vitro dissolution at pH 1,2 and 6,8, and also in simulated
intestinal fluids at pH 3,0 and 7,0. Cytotoxicity was evaluated through the MTT assay
on MRC5 and Caco-2 cells, with 6 and 24 h treatments. The final formulation
presented the following concentrations: chitosan 1,250% (w/v), genipin 0,185%
(w/v) and sodium diclofenac 0,250% (w/v). Based on the tests, we characterized
the hydrogel as a highly porous dosage form, with a swelling and release profiles
pH-dependent and intrinsic enteric protection. Release at acidic pH was minimal
(10% % 0,43) compared to 5 h release at pH near to neutral (70% % 13,5).
Cytotoxicity tests of the components and the formulation revealed non-toxic
properties in both cell lines, showing viability between 75% (+ 5,94) and 106% (+
3,71) at the two lower concentrations tested. The formulation developed in this study
has the potential for drug controlled release of sodium diclofenac orally

administered, ensuring biocompatibility.
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1. INTRODUCAO

Este trabalho discorre sobre produtos naturais, quitosana e genipina,
utilizados para o desenvolvimento de uma formulacao de hidrogel para entrega oral
controlada de diclofenaco de sédio. A quitosana € um polimero biodegradavel
obtido a partir da quitina. Sua estrutura quimica possui alta porcentagem de grupos
amino reativos e, devido a isto, a quitosana pode ser processada, modificada e
transformada tanto em relagcdo a sua estrutura quimica, quanto a sua forma fisica
(TIAN et al., 2020). Um dos processos que possibilita esta modificacdo é a
reticulacdo de suas cadeias poliméricas. Esse processo consiste na formacao de
cadeias poliméricas hibridas, através da unido de cadeias da quitosana com a de
outros compostos (PRASANTHI et al., 2016).

Diversos compostos tém sido utilizados como agentes reticulantes, como por
exemplo a genipina e o glutaraldeido. No entanto, devido a suas caracteristicas
naturais, a genipina tem se destacado neste papel. Extraida a partir do jenipapo, a
genipina possui propriedades naturais que possibilitam sua utilizagdo no processo
de reticulacdo, formando compostos bioestaveis e biocompativeis (GAO et al.,
2014; VO et al., 2021).

Diferentemente da liberagdo convencional, em que o farmaco é liberado de
forma imediata, a liberac&o controlada permite manter a concentracéo plasmatica
em niveis terapéuticos por um periodo prolongado. De forma gradual, o sistema
controlado libera o farmaco retardando ou prolongando sua dissolu¢édo (BADER;
PUTNAM, 2014; RAO et al., 2015).

1.1 Quitosana

A quitosana é o principal produto derivado da desacetilagdo da quitina, o
segundo polimero mais abundante da natureza, depois da celulose. Sua historia

inicia no século XIX, em 1859, quando iniciaram as discussdes sobre formas de
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desacetilacdo da quitina (DASH et al., 2011; MENDES et al., 2011; PARHI, 2013).
De acordo com alguns autores, nos ultimos 20 anos houve um aumento expressivo
de trabalhos cientificos relacionados a quitosana e suas variagbes estruturais,
revelando seu potencial em diversas bioaplicagcbes (DU et al., 2015; ALI; AHMED,
2017; MUXIKA et al., 2017; PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE, 2020).

A quitina, composto do qual se origina a quitosana, € um polimero natural,
de grande abundéancia, extraido a partir de exoesqueletos de crustaceos e de
insetos, e a partir da parede celular de alguns fungos. Evidenciando esta
abundancia, Broqua et al. (2019) estimam que cerca de 100 bilhdes de toneladas
de quitina e seus derivados sdo produzidos anualmente (BROQUA et al., 2019).
Este biopolimero apresenta uma estrutura molecular muito similar & da celulose,
diferenciando-se apenas pela presenca de grupos acetamino. Desta forma, a
quitina se torna um composto insolivel em meio aquoso e na maioria de solventes
organicos, sendo soluvel apenas em meio acido diluido. Esta caracteristica é o
maior fator limitante para a utilizacdo da quitina na induUstria em geral
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009; MENDES et al., 2011; MUXIKA et al., 2017).

O processo de obtencdo da quitosana a partir da quitina ocorre através da
hidrélise alcalina, um processo termoquimico, que utiliza NaOH em altas
temperaturas, para promover a desacetilacdo da quitina (Figura 1). Alguns fatores
gue afetam as caracteristicas da quitosana obtida podem ser ajustados durante o
processo de desacetilacdo, como por exemplo: tempo e temperatura da reacgéo,
concentracdo do alcali, razdo quitina/alcali, tamanho das cadeias de quitina, entre
outros fatores. Estes ajustes de processo originam diferentes configuracbes de
quitosana e grau de desacetilacdo, sendo empregadas em variados formatos, como
hidrogéis, membranas e cipsulas (MENDES et al., 2011; SHUKLA et al., 2013).
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Figura 1 — Processo de desacetilacdo da quitina. Adaptado de (SHUKLA et
al., 2013).

A estrutura quimica da quitosana é caracterizada como uma cadeia linear,
composta  por  N-acetil-2-desoxi-D-glucosamina e  2-amino-2-desoxi-D-
glucosamina, possuindo ligacdes (1—4) -B-glicosidica nas unidades de repeticédo
(Figura 2) (JAYAKUMAR et al., 2011; PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE,
2020). Devido a este tipo de ligacao, a quitosana apresenta uma estrutura cristalina,
com a presenca de ligacdes de hidrogénio intra- e intermolecular. Em relagéo a
solubilidade da quitosana, a presenca de grupos amino (NH2) caracterizam esta
propriedade da molécula. Em solu¢bes &cidas diluidas (pH < 6,0) as aminas
encontram-se protonadas, com carga positiva, e tornam a quitosana um composto
polieletrolito catidnico soltvel em solugcdes aquosas. Por outro lado, quando ha um
aumento do pH (pH > 6,0), as aminas tornam-se desprotonadas e a quitosana perde

sua carga e se torna insoltvel (SHUKLA et al., 2013).
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Ainda em relacdo a sua estrutura quimica, a quitosana, assim como a
maioria dos polissacarideos e proteinas, se apresenta como um cOmposto
termoplastico, pois suas cadeias poliméricas individuais sdo mantidas por ligacdes
fracas, como ligacdes de van der Waals. Devido a esta caracteristica e ao fato deste
composto possuir alta porcentagem de grupos amino reativos, a quitosana pode
ser processada, modificada e transformada tanto em relagcdo a sua estrutura
quimica, quanto a sua forma fisica (SILVA; FIDELES; FOOK, 2015). Essa
versatilidade é evidenciada pela quantidade de trabalhos cientificos que vém
utilizando a quitosana em diferentes formas, como hidrogéis, mini-esferas, pés,
nanoparticulas, esponjas, filmes, entre outros produtos (PUJANA et al., 2013;
BIERBRAUER et al., 2014; SHARIATINIA,; JALALLI, 2018;
SORASITTHIYANUKARN et al., 2021).

NHH
H o HO Ho

HO ~
- ? -0 HO H
NH, NH,
H = OH H 2H

H H

Quitosana

Figura 2 — Estrutura quimica da quitosana. Adaptado de (JAYAKUMAR et
al., 2011).

Na area medicinal, a quitosana tem sido extensivamente estudada quanto
as suas propriedades biologicas. Dentre as mais citadas estdo a capacidade
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria, a inibicdo da formacao de biofilmes
e a acao cicatrizante (MOHAMMADI et al., 2021). Além destas propriedades
bioldgicas, a quitosana também vem desempenhando um excelente papel na area
farmacéutica, mais precisamente na liberagcdo controlada de farmacos, sendo
utilizada como transportador para administracdo prolongada de farmacos, em
formulacbes de administracdo oral, nasal, transdérmica e topica, e ainda para

administracdo de vacinas, proteinas e até mesmo para transporte de genes



15

(TAVARIA et al.,, 2013; SILVA; FIDELES; FOOK, 2015; SHARIATINIA, 2019;
PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE, 2020).

A utilizacao deste polimero biodegradavel como carreador de medicamentos
possibilita que o farmaco seja liberado de forma controlada, melhorando a sua
biodisponibilidade e a concentracao terapéutica desejada. Além disso, a quitosana
também pode ser utilizada como sistema de intensificagdo de absor¢éo do farmaco
devido a sua caracteristica de mucoadesividade (PEERS; MONTEMBAULT;
LADAVIERE, 2020). O emprego da quitosana neste ramo farmacéutico pode ser
realizado através de esferas, microesferas ou hidrogéis e alguns fatores permitem
que essa sisteméatica de liberacao controlada seja mais eficaz, como a combinacao
farmaco/polimero, quantidade e caracteristicas quimicas do farmaco e peso
molecular do polimero (SILVA; FIDELES; FOOK, 2015).

A estrutura quimica da quitosana também pode ser modificada por um
processo conhecido como reticulacdo de cadeias poliméricas. Este processo esta
relacionado com a unido das cadeias poliméricas da quitosana ou com a formacéao
de cadeias poliméricas hibridas, através da unido de cadeias da quitosana com a
de outros compostos. Este processo de modificacdo quimica é empregado com o
intuito de aumentar a estabilidade fisica e térmica da quitosana, assim como sua
permeabilidade, rigidez e capacidade de imobilizar estruturas celulares e proteicas.
Como exemplo, pode-se citar o emprego da quitosana no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, em que se faz necesséario o
processo de reticulacdo, pois para esta finalidade sdo necessarias matrizes
permedveis a agua e aptas a aprisionar, transportar e liberar substancias
(GONSALVES et al., 2011; GARNICA-PALAFOX; SANCHEZ-AREVALO, 2016; YU
et al., 2021).

O processo de reticulagdo ocorre através de reagdes entre 0s sitios reativos
especificos das unidades estruturais da quitosana com os sitios ativos de alguns
reagentes reticulantes. Quimicamente, essas reacdes ocorrem entre 0S grupos
amino e hidroxilas da quitosana, e podem ter carater permanente ou reversivel, de
acordo com o mecanismo utilizado (ativacdo por interagbes idnica, por luz

ultravioleta ou por ligacdes covalentes) (Figura 3) (YU et al., 2021). Por sua vez, 0os
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reagentes de reticulacdo devem ser compostos com baixa massa molar e que
possuam grupos funcionais reativos capazes de formar ligacdes intra- ou
intercadeias poliméricas. Compostos como genipina, glutaraldeido, formaldeido,
glioxal e sulfatos sdo exemplos de reagentes que possuem a capacidade de
reticular a quitosana (GONSALVES et al., 2011; MATOS et al., 2015; PEERS;
MONTEMBAULT; LADAVIERE, 2020).

o
A N

Genipina Quitosana n
éu,on"

Figura 3 — Reticulacdo de cadeias poliméricas entre quitosana e genipina.
Adaptado de (YU et al., 2021).

Ja em relacdo a citotoxicidade da quitosana, diversos estudos avaliaram
através de cultivo celular a viabilidade de diferentes linhagens celulares frente a
exposicao da quitosana pura, ou quitosana mais agente reticulante. Estes estudos
apresentaram a quitosana em formas variadas, como nanofibras, hidrogéis ou
sistema micelar e em todos a viabilidade celular ndo foi afetada, evidenciando que
a quitosana é um composto biocompativel e ndo toxico a células testadas (LAU et
al., 2018; WU et al., 2018; HAN et al., 2020). Potencializando estas caracteristicas,
um estudo realizado por Real et al. (2018), avaliou a utilizacdo de nanocépsulas de
quitosana para entrega controlada de triclabendazol. Além disso, os autores
investigaram a citotoxicidade do composto em linhagem Caco-2, e 0 mesmo
achado foi observado, a quitosana se mostrou como um composto biocompativel e
nao toxico (REAL et al., 2018).
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1.2 Genipina

Isolada a partir de Genipa americana Linnaeus (popularmente conhecida
como Jenipapeiro) ou da Gardenia jasminoides Ellis, a genipina, uma molécula
aglicona extraida a partir do geniposidio, € um composto natural tradicionalmente
utilizado na medicina oriental como agente hepatoprotetor e anti-inflamatorio. O
processo de extracdo é realizado com a enzima B-glicosidase, responsavel pela
hidrolise do geniposideo, envolvendo procedimentos quimicos ou microbiolégicos
(KIM; JEONG; MOON, 2012; DIMIDA et al., 2015; HOBBS et al., 2018). O processo
microbiolégico, de acordo com Muzzareli (2009), que envolve a utilizagdo do fungo
Penicillium nigricans, produtor da enzima hidrolitica, € um processo mais fastidioso

e manual, guando comparado ao processamento quimico (MUZZARELLI, 2009).

Devido a sua estrutura quimica (Figura 4), a genipina vem sendo
amplamente utilizada como agente reticulador, formando compostos bioestaveis e
biocompativeis. Este processo que ocorre entre a genipina € 0 grupo amino
primario do agente reticulado pode ser evidenciado pela alteracdo da cor do
composto para um tom azulado, indicando a presenca de alteracdes quimicas na
cadeia da genipina. Assim, a genipina € caracterizada como um agente reticulante
natural, sendo utilizada com compostos como quitosana, colageno e gelatina
(BERGER et al., 2004; DIMIDA et al., 2015; YU et al.,, 2021). Além desta
funcionalidade, a genipina também € utilizada como corante natural de alimentos,
sendo testada e aprovada por diversos 6rgaos como Food and Drug Administration
(FDA) e FAO/WHO Joint Expert Committee on Food Additives. A coloracdo
azulada, proveniente da fruta da gardénia, € resultante da reacéo da genipina com
aminoacidos e proteinas hidrolisadas (HOBBS et al., 2018).
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O~ "OCHj;

Figura 4 — Estrutura quimica da genipina. Adaptado de (HARRIS;
LECUMBERRI; HERAS, 2010).

A genipina atua como um agente reticulador natural e diversos estudos vém
demostrando que essa substancia apresenta melhores resultados em termos de
citotoxicidade em relacdo a outros agentes reticulantes, como o glutaraldeido
(GARNICA-PALAFOX; SANCHEZ-AREVALO, 2016; RAZI et al., 2018). Um estudo
in vitro realizado com fibroblastos 3T3 avaliou a citotoxicidade da genipina em
comparacao ao glutaraldeido com teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazdélio). Os resultados demostraram que a genipina € cerca de
10.000 vezes menos citotoxica que o glutaraldeido e que a capacidade de
proliferacdo das col6nias celulares foram 5.000 maiores com a presenca da
genipina (SUNG et al., 1999).

Kawamura et al. (2021) avaliaram a citotoxicidade de dispositivos de
quitosana com genipina, como agente reticulante. Os testes foram realizados pela
metodologia WST-8 em linhagem V79 (fibroblastos de pulm&do de hamster). Os
dispositivos contendo diferentes concentracbes de genipina, aquecida ou néo,
permaneceram em contato com as células por 1 hora. Excelentes resultados foram
encontrados com concentragdes entre 0 e 0,02 mM de genipina (KAWAMURA et
al., 2021).

Outro grupo de pesquisadores avaliou a biodegradacao e biocompatibilidade
de hidrogéis de quitosana reticulados com genipina. Testes de biodegradacao
foram conduzidos em solu¢des contendo lisozima. Em tempos pré-determinados,
foram realizadas leituras de fluorescéncia intrinseca dos hidrogéis para verificar as
alteracdes. Os testes de citotoxicidade foram conduzidos com fibroblastos 3T3 pela
metodologia de MTT. Duas linhagens (RAW 264.7 e DC 2,4) foram utilizadas para
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testes de inducéo de inflamacéo. Hidrogéis com altas concentracdes (4,4 mM) de
genipina ndo induziram efeitos citotoxicos, bem como indicadores de inflamacéao.
Ainda, os autores sugerem a utilizagdo deste dispositivo como um adjuvante do
sistema imunolégico para expressao de interferon f (VO et al., 2021). Ambos
estudos trazem excelentes resultados de biocompatibilidade para estas linhagens
em questdo, porém, linhagens como MRC5 e Caco-2 ainda ndo foram utilizadas
em estudos similares, reforcando a necessidade de realizar os testes de

citotoxicidade propostos em nosso estudo.

1.3 Hidrogéis

Em 1993, Almdal et al. (1993) descreveram géis como compostos macios,
sélidos ou semi-solidos, formados a partir de dois componentes, sendo um deles
liquido e presente em grandes quantidades. Ainda, concluiram que os géis mantém
sua forma sob a tensao do seu préprio peso e se deformam sob estresse mecéanico
(ALMDAL et al., 1993). No entanto, quando ha a presenca de agua como solvente,
chamados este composto de hidrogel (PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE,
2020).

Neste sentido, os hidrogéis sdo considerados compostos formados por redes
tridimensionais de ligacdes hidrofilicas, que vém atraindo atencdo em diversos
ramos biotecnolégicos devido a caracteristicas de biocompatibilidade,
hidrofilicidade, adaptabilidade e capacidade de resposta (HEIMBUCK et al., 2019).
Além disto, os hidrogéis se destacam pela grande capacidade de absorver e reter
grandes quantidades de agua sem se dissolver (SHARIATINIA; JALALI, 2018). Esta
propriedade esta relacionada com a densidade das ligacdes hidrofilicas que séo
encontradas nas cadeias poliméricas do hidrogel (PEERS; MONTEMBAULT;
LADAVIERE, 2020).

Diversos hidrogéis ja foram descritos na literatura, sejam eles a base de
polimeros sintéticos, como poliacrilamida ou acido poliacrilico (XUE et al., 2019;
FERRAG et al., 2021; LIANG et al., 2021), ou a base de polimeros naturais, como
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quitosana, alginato e gelatina (BAYSAL et al., 2013; UBAID; MURTAZA, 2018;
SHARIATINIA; JALALI, 2018). E, de acordo com Shariatinia e Jalali (2018), os
hidrogéis naturais tém atraido mais atencéo devido a sua natureza ecologicamente
correta, além de apresentarem caracteristicas de biodegradabilidade e producao
de baixo custo (SHARIATINIA; JALALI, 2018). Ainda, os hidrogéis podem ser
classificados de acordo com o mecanismo de producéo utilizado, que podem ser:
ligacdes quimicas ou interacdes fisicas. As ligacdes quimicas sdo dominantemente
representadas por ligacbes covalentes. Por outro lado, as interagfes fisicas,
também conhecidas como interacbes reversiveis, sdo formadas por interacdes
secundarias como atracao eletrostatica e interacdes hidrofobicas (BERGER et al.,
2004; DU et al., 2015; PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE, 2020; VO et al.,
2021).

Diante dessas caracteristicas e ao fato da quitosana ser um composto obtido
de fonte natural e renovavel, biodegradavel e biocompativel, hidrogéis a base de
quitosana tém sido foco de diversas pesquisas como carreador de farmacos
(BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010; CRACIUN et al, 2019; PEERS;
MONTEMBAULT; LADAVIERE, 2020; TIAN et al., 2020). Além disso, para se
desenvolver um hidrogel para liberacdo controlada de farmacos parametros como
tipo de polimero, natureza do agente reticulante e grau de reticulagdo séo
determinantes para desempenhar o papel proposto (HEIMBUCK et al., 2019).
Peers et al. (2020) destacam que €é através dos poros hidrofilicos da estrutura
tridimensional de um hidrogel a base de quitosana que ocorre a incorporacao do
farmaco, criando uma barreira de difusdo e dificultando a liberagdo do mesmo
(PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE, 2020).

Peers et al. (2020) e Vo et al. (2021) convergem quando afirmam que
hidrogéis de quitosana para entrega de farmacos hidrofilicos devam ser elaborados
a partir de processos quimicos e fisicos (PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE,
2020; VO et al., 2021). Estes processos ocorrem entre 0s grupos amino e hidroxilas
livres da quitosana e o agente reticulante. Como excelente agente reticulador, a
genipina possui alta seletividade, formando compostos heterociclicos com a
quitosana (VO et al., 2021). Tian et al. (2020) afirmam que hidrogéis de quitosana

formados a partir de ambos processos apresentam excelentes resultados na
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entrega de farmacos, além de serem facilmente biodegradados pelo organismo
humano (TIAN et al., 2020).

Os hidrogéis podem receber estimulos quimicos e/ou fisicos e (de acordo
com cada estimulo gerado) diferentes caracteristicas serdo observadas, como
deformacéo e mobilidade. Os estimulos quimicos compreendem forca ibnica, pH,
composi¢cdo do solvente e espécies moleculares. Ja os estimulos fisicos estédo
relacionados com campo magnético ou elétrico, pressdo e temperatura
(SHARIATINIA; JALALI, 2018). Além destes estimulos externos, condicbes como
tamanho do poro do hidrogel e grau de reticulacdo também séo determinantes para
se estabelecer a atividade da liberacdo do farmaco. Pois quanto maior for a taxa de
intumescimento e consequentemente maior o tamanho do poro, maior serd a
difusdo do farmaco através do hidrogel (PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE,
2020).

Ao adicionar um agente reticulante na formacdo do hidrogel, a taxa de
difusdo do farmaco pode ser controlada, por exemplo, em funcao do pH do meio de
liberacdo, através da protonacao dos grupos aminos da quitosana em ambientes
acidos (Figura 5) (BERGER et al., 2004; DU et al., 2015; PEERS; MONTEMBAULT;
LADAVIERE, 2020; TIAN et al., 2020). Além disto, a quantidade de agente
reticulante utilizada estad intimamente relacionada com o intumescimento do
hidrogel e com o tamanho do poro. Quanto maior o grau de reticulacdo, menor sera
a capacidade da quitosana de formar ligacbes de hidrogénio com agua, e
consequentemente menor sera a taxa de intumescimento devido a diminuigdo do
tempo de relaxamento das cadeias poliméricas. Assim, tem-se uma liberacdo do
farmaco de forma controlada (BERGER et al., 2004).
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Meio neutro
ou baésico

Meio 4cido

Figura 5 — Comportamento de um hidrogel de quitosana reticulado
covalentemente com polimero modelo em diferentes meios de dissolucéo.
Adaptado de (BERGER et al., 2004).

Ubaid e Murtaza (2018) desenvolveram um hidrogel de quitosana/gelatina
reticulado com genipina para entrega controlada de metformina. Diferentes
concentracdes de genipina foram utilizadas para se analisar o perfil de liberacéo do
farmaco, que foi conhecido através de ensaio de dissolucéo in vitro em solucéo
gastrica simulada (pH 1,2). A liberacdo foi mediada através do pH do meio de
liberacdo e do grau de reticulagdo. Por fim, os autores concluem que quanto maior
for o grau de reticulacdo, menor sera a taxa de liberacdo do farmaco, ponto
importante para o desenvolvimento de estruturas aplicadas em liberagéo controlada
(UBAID; MURTAZA, 2018).

Devido a grande aplicabilidade dos hidrogéis, Gao et al. (2014) avaliaram
hidrogéis de quitosana e genipina em relagdo a viabilidade e adeséo celular. O
estudo em questdo avaliou o comportamento de fibroblastos L929 em relacéo a
presenca do hidrogel. Técnicas como MTT e microscopia eletronica de varredura

foram utilizadas para se conhecer o perfil da linhagem celular utilizada no estudo.
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Resultados promissores foram observados, os hidrogéis ndo causaram efeitos
citotoxicos e ainda mostraram o6timos resultados como suporte para adesédo e
crescimento celular. J& em relacdo ao grau de reticulacdo, os autores concluem
que a adeséo celular esté positivamente relacionada a este parametro, pois quanto
maior a taxa de reticulacdo e maior a rigidez do hidrogel, melhores resultados na

adeséao foram encontrados (GAO et al., 2014).

1.4 Entrega controlada de farmacos

A absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do de farmacos ocorre de
forma dindmica no organismo. ApGs a administracao in vivo, 0s picos e vales que
excedem a janela terapéutica em uma curva de concentracdo plasmatica do
farmaco versus tempo, estdo relacionados respectivamente com a inducdo de
efeitos indesejaveis e a reducao do efeito terapéutico (WANG et al., 2020). Para
minimizar estas caracteristicas indesejaveis, sistemas de liberacao
modificada/controlada podem ser empregados. Nesses sistemas podemos
controlar as taxas de liberacao do agente terapéutico com diversos objetivos, como
por exemplo: minimizar a frequéncia das dosagens dos farmacos, reduzir efeitos
toxicos e melhorar a eficacia (KUMMAR et al., 2011; BADER; PUTNAM, 2014).

Os farmacos, de forma geral, podem ser liberados através de métodos
convencionais ou métodos modificados, sejam eles utilizados para fins profilaticos,
terapéuticos ou ainda para fins de diagnostico. A liberacdo convencional ou
imediata é aquela em que o farmaco é liberado imediatamente apdés a
administracdo, e ocorre aumento brusco e rapido da concentracdo do farmaco no
organismo (BADER; PUTNAM, 2014). Por outro lado, de acordo com Rao et al.
(2015), o termo liberacdo modificada é entendido como um processo em que as
caracteristicas de liberagdo do farmaco em relagéo ao tempo e/ou localizagéo sao
escolhidas para atingir objetivos terapéuticos ndo oferecidos por formas

convencionais (RAO et al., 2015).
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Neste sentido, a liberacdo modificada é aquela caracterizada por modular a
liberacdo do farmaco, retardando ou prolongando sua dissolucdo (Figura 6)
(LIECHTY et al., 2010; BADER; PUTNAM, 2014; OLIVEIRA, 2018). Sendo assim,
a administracdo dos farmacos neste sistema pode ser realizada em intervalos de
tempo menos frequentes se comparada aos sistemas convencionais. Tal
caracteristica, muitas vezes, se torna responsavel por aumentar a adesdo do
paciente ao tratamento e evita niveis toxicos ou niveis subterapéuticos do farmaco
no organismo (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA,
2010).

liberagdo convencional
4 ______ liberagdo controlada Efeitos adversos

_________ s e - - —T- Nivel téxico

Faixa terapéutica

Sem efeito

I,

L

Concentragdo sanguinea

Tempo

Figura 6 — Concentragdo plasmatica do farmaco versus tempo na liberacao
convencional e controlada apés administracdo oral. Adaptado de (OLIVEIRA,
2018).

Os métodos modificados compreendem liberagbes prolongadas,
direcionadas, pulsateis ou ainda, retardadas. O tipo prolongado pode ser
caracterizado por duas dosagens, a primeira, de maior concentracdo, responsavel
por induzir o efeito farmacologico inicial, e a segunda, de menor concentragéo, que
mantém esse efeito por um periodo prolongado ou ainda por uma Unica dosagem,
liberando o farmaco de forma mais prolongada. A liberacdo direcionada libera o
farmaco no local de agdo desejado ou proximo a ele. J4 a liberacdo pulsatil é

caracterizada por conter varias doses do ativo na mesma formulacdo, se
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assemelhando com a liberacdo convencional. No entanto, a liberacdo de uma
segunda dose ocorre somente quando o farmaco atinge seu nivel plasméatico mais
baixo, proximo ao nivel subterapéutico. Por fim, a liberacao retardada € responsével
por liberar o farmaco de forma tardia, que pode ser modulada por interacfes
fisiologicas do meio ou em funcéo do tempo. Este tipo de liberagcdo normalmente é
representado pelas formas farmacéuticas gastrorresistentes ou entéricas (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2013; RAO et al., 2015).

De acordo com Parhi (2019), um sistema de entrega controlada de farmacos
€ composto por um ou mais agentes farmacoldgicos ativos e um carreador
adequado. Ainda, afirma que o sucesso deste sistema depende de fatores como
tipo de polimero, propriedades do farmaco, doenca a ser tratada, dosagens e via
de administracdo (PARHI, 2019). A via oral de administracdo, para Huang et al.
(2016), € a via mais conveniente e confortavel para o paciente (HUANG et al.,
2016a). No entanto, um dos maiores desafios na entrega controlada via
administracdo oral € a passagem da formulacéo através do trato gastrointestinal,
estando suscetivel a grandes variacbes de pH e a atividade enzimatica
(BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010; YU et al., 2021).

A liberacdo do farmaco a partir de dispositivos a base de quitosana envolve
mecanismos como: erosao, intumescimento, difusédo e biodegradacao (Figura 7). A
erosao € a perda da massa polimérica do dispositivo, desencadeada pelo processo
de intumescimento. A medida que a 4gua penetra, mudancas ocorrem na superficie
do polimero, liberando o farmaco. J& o mecanismo de intumescimento envolve a
penetracdo de grande quantidade de agua, permitindo que o farmaco se propague
para fora da formulacdo. Para este mecanismo, alguns fatores como hidrofilicidade,
taxa de intumescimento e densidade das cadeias poliméricas desempenham um
papel importante na taxa de liberacdo do farmaco (KUMMAR et al., 2011; PARHI,
2019).

Os sistemas controlados por difusdo podem ser do tipo matricial ou
reservatorio. O tipo matricial é caracterizado pela distribuicho homogénea do
farmaco em todo o polimero. Ja o tipo reservatorio apresenta o farmaco dentro de

um ndcleo, que determina a taxa de liberacdo do farmaco. Em ambos, a matriz
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polimérica ira determinar a taxa de liberacdo do farmaco a medida que fluidos de
sistema gastrointestinal entram em contato com a formulacdo (PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007; PARHI, 2019). Por fim, o mecanismo de biodegradacdo envolve
cisdo da cadeia polimérica devido a acdo enzimatica ou acdo do pH do meio de
liberacdo (PARHI, 2019).

A quitosana, como um polimero biodegradavel, ndo téxico e de grande
abundéancia, tem chamado a atencéo nas areas de biomedicina e farmacia, atuando
na liberacdo controlada (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Corroborando
com este fato, diversos estudos vém reforcando o potencial da quitosana como
mecanismo para liberagdo controlada de farmacos (BHATTARAI; GUNN; ZHANG,
2010; VAGHANI; PATEL; SATISH, 2012; PEERS; MONTEMBAULT; LADAVIERE,
2020; TIAN et al., 2020). E, como forma de melhorar a acdo da quitosana, o
processo de reticulacdo com um agente natural, como a genipina, também vem
ganhando espago nas pesquisas. Por meio da reticulagao covalente, as cadeias da
quitosana sao ligadas as cadeias de genipina, alterando algumas propriedades,
como a estabilidade quimica e térmica, rigidez natural e permeabilidade
(MUZZARELLLI, 2009; GARNICA-PALAFOX; SANCHEZ-AREVALO, 2016; CUNHA
et al., 2021; VO et al., 2021; YU et al., 2021).



27

Difusédo

Instumescimento
- > e | °

Matriz polimérica

Erosédo ° — ° °

; Tempo
Figura 7 — Mecanismos de liberacdo controlada a partir de matrizes

poliméricas. Fonte: do autor.

1.5 Diclofenaco de sodio

O diclofenaco de sédio (Figura 8) € um farmaco hidrofilico fracamente acido
classificado como anti-inflamatério nao esteroidal. Devido a sua estrutura quimica,
o diclofenaco de sédio apresenta baixa solubilidade em agua e ligeira solubilidade
em metanol e acido acético glacial. J& em relacéo a sua farmacocinética, o farmaco
€ rapidamente absorvido pelo organismo e distribuido no plasma e nos tecidos. De
acordo com Pantziarka et al. (2006), a meia vida do diclofenaco é 1,8 horas apos a
administrac@o oral (PANTZIARKA et al., 2016; GULL et al., 2020). Além disso,
Geller et al. (2012) afirma que quando administrado oralmente, o diclofenaco esta
sujeito ao metabolismo de primeira passagem, com apenas 60% do farmaco
atingindo a circulagéo sistémica em sua forma inalterada (GELLER et al., 2012). O
farmaco que foi desenvolvido inicialmente por Ciba-Geigy (Novartis), esta
disponivel atualmente em sua forma genérica a nivel mundial (PANTZIARKA et al.,
2016).
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Figura 8 — Estrutura quimica do diclofenaco de sédio (STOEF et al., 2012).

Amplamente utilizado no tratamento da dor na artrite reumatoide e outras
condi¢cdes musculoesqueléticas, além de enxaqueca e gota aguda, o diclofenaco
de sodio tem seu uso limitado devido a alta incidéncia de efeitos indesejaveis. Os
principais efeitos indesejaveis estdo relacionados ao trato gastrointestinal, como
dor estomacal, nduseas e de forma mais cronica, gastrite (STOEF et al., 2012;
PANTZIARKA et al., 2016). Este farmaco atua inibindo enzimas ciclo-oxigenase-1
(COX-1) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2). A COX-1 esta relacionada a producao de
prostaglandinas que atuam na protecéo da parede do estdbmago. Jad a COX-2, além
atuar também na producédo de prostaglandinas, desempenha um importante papel
na inflamacéo (GELLER et al., 2012).

2. JUSTIFICATIVA

Este trabalho teve como intuito desenvolver e caracterizar uma formulacéo
a base de produtos naturais para a entrega controlada de diclofenaco de sddio.
Para isto, utilizamos a quitosana, adquirida comercialmente, e a genipina, extraida
in house, cujo processo de extracdo também caracterizou um objetivo especifico
(ANEXO 1). A utilizag&o da genipina obtida in house em formulac¢des para entrega
controlada de farmacos € uma caracteristica inédita e merece ser destacada, uma
vez que auxilia na diminuigdo dos custos relacionados a obtengéo da formulagéo,
visto que a genipina adquirida comercialmente possui um custo elevado. As

relacbes entre as massas de quitosana e genipina presentes na formulagéo
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desenvolvida sédo relacdes ainda ndo empregadas para a aplicacao aqui proposta.
Além disso, ndo foram encontrados estudos na literatura que reportam o
desenvolvimento de hidrogéis de quitosana reticulados com genipina para a
entrega do farmaco diclofenaco de sodio.

Para conhecer o perfil de liberacdo do farmaco, realizamos dois ensaios de
dissolucdo. O ensaio que simula o trato gastrointestinal € um ensaio que ainda ndo
esta presente na metodologia de grande parte de estudos ja publicados, mas
sentimos a necessidade de inseri-lo, jA que este ensaio mimetiza todos o0s
processos da digestdo, com a adicdo de enzimas especificas. Além disso,
buscamos conhecer a citotoxicidade de todos os componentes da formulagao,
assim como de fra¢cdes retiradas dos ensaios de liberagcéo do farmaco, para analisar
os efeitos citotoxicos para as células escolhidas. Diante destes fatos, justificamos

a importancia da realizacdo de todos os objetivos propostos aqui.

3. OBJETIVOS

Desenvolver e caracterizar hidrogéis de quitosana reticulados com genipina
para a liberacdo controlada de diclofenaco de sédio e conhecer o perfil de
citotoxicidade in vitro das formulagdes.

3.1 Objetivos especificos

a) Desenvolver e caracterizar os hidrogéis de quitosana reticulados com
genipina contendo o farmaco diclofenaco de sédio em termos de morfologia,
perfil termoquimico e capacidade de intumescimento.

b) Avaliar o perfil de liberagdo in vitro do farmaco diclofenaco de sodio
incorporado aos hidrogéis em meios de liberagdo e em fluidos intestinais

simulados.
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c) Avaliar a citotoxicidade in vitro da quitosana e da genipina separadas ou
combinadas fisicamente em diferentes concentracbes, mas na mesma
proporcao dos hidrogéis em células MRC5 e Caco-2.

d) Avaliar a citotoxicidade in vitro das frages liberadas a partir dos hidrogéis
de quitosana reticulados com genipina contendo o farmaco diclofenaco de
sédio em meios de dissolucédo (pH 1,2 e pH 6,8) em células MRC5 e Caco-
2.

e) Avaliar a citotoxicidade in vitro das fra¢ges liberadas a partir dos hidrogéis
de quitosana reticulados com genipina contendo o farmaco diclofenaco de
sodio em diferentes fluidos intestinais simulados em células MRC5 e Caco-
2.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

O trabalho realizado durante o mestrado originou o manuscrito intitulado:
Evaluation of the technological potential of chitosan hydrogels crosslinked with
genipin in oral drug delivery of sodium diclofenac. Esse artigo esta apresentado a
seguir e esta formatado de acordo com as orientagbes para 0S autores
(https://www.journals.elsevier.com/carbohydrate-polymers) da revista

Carbohydrate Polymers (fator de impacto: 9.381) para a qual sera submetido.

Assim como na dissertacdo, o artigo tem como objetivo geral desenvolver e
caracterizar hidrogéis de quitosana reticulados com genipina para entrega
controlada de diclofenaco de sddio. A caracterizacdo do hidrogel envolve analises
de morfologia, perfil termoquimico e perfil de intumescimento. Para conhecer o
perfil de liberacdo do farmaco foram realizados ensaios de dissolugdo in vitro em
solugdes tampéo com pH 1,2 e 6,8 e fluidos contendo enzimas e diferentes pHs a
fim de mimetizar o trato gastrointestinal humano. Ainda, objetivou-se conhecer a
citotoxicidade dos componentes individuais do hidrogel, bem como de fracGes
retiradas das andlises de liberacdo do farmaco. A citotoxicidade foi realizada em
células MRC5 e Caco-2 e em 6 e 24 horas de tratamento com diferentes

concentracdes dos analitos.

A partir dos objetivos propostos, desenvolvemos com sucesso um hidrogel
de quitosana e genipina para entrega controlada de farmacos. Caracterizamos o
hidrogel como uma formulacédo altamente porosa, com perfil de intumescimento e
liberacdo do farmaco dependentes de pH. Observamos alta taxa de intumescimento
em pH acido, e reversdo com o aumento do pH. Em relacédo a liberagédo do farmaco,
em ambos o0s ensaios observamos minima liberacéo (10% + 0,43) em pH acido e
maiores quantidades (70% + 13,5) em pH proximo ao neutro, sugerindo protecao
entérica a formulacdo. J4 em relagdo a citotoxicidade, constatamos viabilidade
celular entre 75% (£ 5,94) e 106% (+ 3,71), para ambas as linhagens nas ultimas
concentracbes testadas, sugerindo propriedades nao toxicas da formulacdo

desenvolvida nas linhagens em questéo.
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Abstract

Sodium diclofenac is widely used in the treatment of pain in rheumatoid
arthritis and other musculoskeletal conditions, however it has limited use due to the
high incidence of undesirable effects related to the gastrointestinal tract. A hydrogel
composed of chitosan (1,250% w/v) and genipin (0,185% wi/v) was developed for
the controlled delivery of sodium diclofenac (0,250% w/v). The hydrogel was
characterized as a highly porous dosage form, with pH-dependent swelling and
release profiles. Dissolution studies revealed minimal drug release (10% + 0,43) at
pH 1,2 and greater drug release (70% + 13,5) at pH 6,8 at 5 h. Similar results were
found in the gastrointestinal tract simulation release. Minimal release at gastric
simulation, 6,1% (x 1,96) at 2 h, with increased release in intestinal fluid simulation,
88,2% (£ 5,02) after 2 h at this pH. The MTT results revealed that the hydrogel
components did not induce cytotoxic effects, presenting cellular viability between
75% (= 5,94) and 106% (x 3,71) for MRC5 and Caco-2 cells at the two lowest
concentrations of all components tested. Fractions taken from the dissolution
assays were also analyzed for cytotoxicity and excellent viability results were found,
between 71% (+ 4,07) and 106% (+ 15,14) in both strains, for concentrations tested
between 50% and 5%. Our findings suggest that the proposed formulation could be
a potential candidate for a gastro-resistant drug delivery system of sodium

diclofenac.

Keywords: chitosan; genipin; crosslinked; drug delivery systems.

1. Introduction

Hydrogels are a three-dimensional network formed by a polymeric material
with hydrophilic characteristics, which allows the absorption of significant water
without dissolving (Cui et al., 2014). Extensive research concerning their
applicability in scientific areas revealed promising results in terms of
biocompatibility, flexibility, and reactivity properties (Bhattarai et al., 2010; Gao et
al., 2014; Ubaid & Murtaza, 2018; Heimbuck et al., 2019). In addition, hydrogels

AA - acid acetic / COX-1 - ciclo-oxigenase-1 / COX-2 - ciclo-oxigenase-2 / CS — chitosan / DSC -
Differential Scanning Calorimetry / GEN — genipin / GIT - gastrointestinal tract / MTT - (3-(4,5-
dimethyliazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) / SD - standard deviation / SEM - scanning
electron microscopy / SEM - standard error of mean / SGF - Simulated Gastric Fluid / SIF - Simulated
Intestinal Fluid / SSF - Simulated Salivary Fluid
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based on natural polymers, such as chitosan, attract attention, especially in the
pharmaceutical area, for having low toxicity and being susceptible to enzymatic
degradation (Garnica-Palafox & Sanchez-Arévalo, 2016; Vo et al., 2021). Thus,
biodegradable hydrogels are potential frameworks for controlled drug delivery,

especially in oral or mucosal delivery (Xu et al., 2015; Yu et al., 2021).

Chitosan is a cationic and natural polymer extracted from chitin by alkaline
hydrolysis. Chitin, the second most abundant natural polymer in nature, is found in
the exoskeleton of crustaceans and insects, and in the cell wall of some fungi. The
chemical structure of chitosan is characterized as a linear chain, composed of N-
acetyl-2-deoxy-D-glucosamine and 2-2-deoxy-D-glucosamine, with (1—4) B-
glycosidic bonds in the repeat units (Jayakumar et al., 2011; Broqua et al., 2019).
Due to its easy accessibilty and properties such as biodegradability,
biocompatibility, and antibacterial action, chitosan can be used as a support for
controlled drug delivery (Li et al., 2015). Its solubility is dependent on the protonation
of its amino groups and the pH of the dissolution medium. At this point, the process
of crosslinking polymeric chains aims to improve the permeability, as well as the
physical and chemical stability of chitosan. In hydrogels, this process, which is
responsible for developing hybrid compounds, occurs from chemical and/or physical
interactions, comprising covalent bonds, hydrogen bonds, and secondary
interactions, such as electrostatic attraction (Dash et al., 2011; Shariatinia & Jalali,
2018; Peers et al., 2020; Vo et al., 2021).

Genipin is a natural product usually extracted from the fruit Genipa americana
Linnaeus (popularly known as genipap) and from the fruit of Gardenia jasminoides
Ellis, which has medicinal properties as a hepatoprotective and anti-inflammatory
agent (Kim et al., 2012; Hobbs et al., 2018). Genipin has been studied as a natural
crosslinking agent because of its favorable chemical characteristics and for forming
biostable and biocompatible products (Muzzarelli, 2009; Hobbs et al., 2018). The
crosslinking process with genipin occurs with the reactive primary amino groups
from aminoacids, proteins, or chitosan, releasing a bluish color. Genipin has high
chemical selectivity and plays an important role with natural polymers such as
chitosan in controlled drug delivery (Harris et al., 2010; Hobbs et al., 2018; Ubaid &
Murtaza, 2018; Vo et al.,, 2021; Yu et al., 2021). In addition, it has low toxicity
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compared to other cross-linking agents, such as glutaraldehyde. Cytotoxic studies
revealed that genipin is 10,000 times less cytotoxic compared to glutaraldehyde, in
3T3 fibroblast cells (Sung et al., 1999).

According to Peers et al. (2020) and Vo et al. (2021), chitosan-based
hydrogels can be crosslinked by chemical and physical processes with genipin, to
manage parameters like porosity, swelling rate, and mechanical strength (Peers et
al., 2020; Vo et al., 2021). Therefore, the higher the crosslinking rate, the lower the
hydrogel swelling rate, and consequently, the lower the drug release (Ubaid &
Murtaza, 2018). Furthermore, the cross-linking agent can control drug release
according to the pH of the medium. These parameters are indispensable in the
elaboration of structures for controlled delivery, aiming to know the kinetics release
of the therapeutic agent (Ubaid & Murtaza, 2018).

Vaghani, Patel, and Satish (2012) affirm that the development of technologies
for controlled delivery with biodegradable polymers is one of the most evolving
branches of science (Vaghani, Patel & Satish, 2012). In this aspect, hydrogels
represent a class with excellent results in “smart” drug delivery (Narayanaswamy &
Torchilin, 2019). One of the major obstacles in this field is the burst release, which
releases the therapeutic agent suddenly, fast and uncontrolled immediately after
administration (Peers et al., 2020). Controlled drug delivery systems desire to know
and control the release kinetics, releasing the drug gradually, thus reaching
therapeutic levels for a long time and decreasing unwanted effects (Patil et al., 2016;
Narayanaswamy & Torchilin, 2019).

Hydrophilic characteristics of chitosan hydrogels allow hydrophilic drugs to
be incorporated easily. On the other hand, hydrophobic drugs can also be
incorporated, but with strong challenges (Thanou et al., 2001; Peers et al., 2020).
Sodium diclofenac, a widely used hydrophilic drug, is classified as a non-steroidal
anti-inflammatory with analgesic, antipyretic and anti-inflammatory activity. Despite
its excellent applicability, this drug has limited use due to a high rate of undesirable
effects such as stomach pain, nausea and gastritis. These effects are caused by the
inhibitory action of sodium diclofenac on enzymes (COX-1 and COX-2) that act on

the production of prostaglandins. (Pantziarka et al., 2016; Gull et al., 2020; Ailincai
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et al., 2021). Gull et al. (2020) developed a chitosan-polyvinylpyrrolidone-based
hydrogel with epichlorohydrin as a crosslinking agent for controlled delivery of
sodium diclofenac. Among the analyzes performed in this study, the authors
evaluated the encapsulation rate and drug release profile. Promising results were
revealed, showing an encapsulation efficiency of 84%, when the crosslinking agent
was added, and a release profile of >90% of the drug in 130 min. Both
characteristics were related to the crosslinking rate with epichlorohydrin, bringing
satisfactory results with the increase in the concentration of this polymer (Gull et al.,
2020).

Oral drug administration is the most convenient route for patients, however,
many drugs become susceptible to physiological barriers, such as an acidic
environment in the gastric fluid (Huang et al., 2016). Besides, for many people, the
intake of oral medication can cause some sort of discomfort during the stomach
residence time of the drug or its absorption. In the development of controlled drug
delivery systems, intestinal release can be intended, as it is a region of high
absorption and because it has a microbiota capable of degrading natural
compounds (Berger et al., 2004; Philip & Philip, 2010; Du et al., 2015). In this way,
chitosan hydrogels with chemically and physically modified chains may protect the
drug at gastric pH and gradually dissolve in the intestinal portion, maintaining a high
bioavailability of the drug (Du et al., 2015). Moreover, chitosan can be degraded by
lysozyme, an enzyme that is present in the intestinal portion, through cleavage and

destruction of its functional groups (Vo et al., 2021).

Based on the exposed above, in this work, the technological potential of
chitosan-based hydrogels crosslinked with genipin was evaluated for the controlled
delivery of sodium diclofenac. To our knowledge this is the first time that this specific
hydrogel is reported, and that a chitosan/genipin hydrogel is proposed for the oral
delivery of sodium diclofenac. Furthermore, the use of genipin extracted in house
characterize the innovative potential of this work. In addition, drug dissolution tests
simulating the Gl tract and in vitro cytotoxicity tests with fractions taken from these

assays have not yet been observed at the literature.
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2. Experimental
2.1 Materials

Glacial acetic acid P.A. (Synth); high purity chitosan powder (Sigma-Aldrich,
Prod. Number 448869) with 157,82 kDa of weight-average molar mass and degree
of deacetylation of 79,0% according to Ribeiro et al. (2021); lyophilized genipin,
extracted in house from genipap (Luma Frutas Exdticas) according to Bellé et al.
(2018); sodium diclofenac, density 0,683 g cm (Infinity Pharma); sterile ultrapure
water Milli-Q® (Merck).

2.2 Preparation of chitosan/genipin hydrogels

The chitosan/genipin hydrogels were prepared as follows: the chitosan
solution (2,5% w/v) was prepared by dissolving 0,125 g of chitosan in 5 mL of
deionized water, containing 5% (v/v) of acetic acid at room temperature. After
complete solubilization, 0,025 g of sodium diclofenac was added to this solution.
Genipin (0,37% wi/v) was dissolved in 5 mL of phosphate buffer solution (pH 6,0).
Then, the solutions were mixed, in the rate chitosan to genipin of 6,7:1 (Bellé et al.,
2018). The solutions were stirred for 5 min and sonicated for more 5 min. The entire
formulation (10mL) was placed in a 1,5 mm diameter silicone tubing, held in an
upright position. Afterwards, it was stored at 2 to 8 °C during 24 h, followed by 12 h
at room temperature. For all analyzes, fragments of the central part of the silicone
tubing were used, in order to ensure the proper structure and moisture. The final
formulation had the following concentrations: chitosan 1,250% (w/v), genipin
0,185% (w/v) and sodium diclofenac 0,250% (w/v).

2.3 Characterization

2.3.1 Scanning electron microscopy

The morphology analysis was performed using a scanning electron
microscopy (SEM) EVO 10 (Zeiss), at 7 kV. Formulation samples were firstly
submerged in liquid nitrogen for 3 min and freeze-dried using a bench lyophilizer
(LIOBRAS, L101) for 48 h (Heimbuck et al., 2019). Samples were cut transversely
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to image the hydrogel networks’ cross-section. Sample was mounted to the sample
stub using double-sided carbon tape and coated with conductive gold. The images
were obtained with magnifications of 60x, 250x and 500x. The estimated network
pore sizes were calculated using twenty pores with Image J software. Pore sizes

are shown as mean = SD.

2.3.2 Differential Scanning Calorimetry Analysis (DSC)

Differential Scanning Calorimetry (DSC) analysis was performed on DSC-60
(Shimadzu), in standard aluminum pans, at a heating rate of 10 °C/min in the
temperature range of 100-600 °C. All hydrogel components were analyzed

separately, as well as the powder physical mixture and the complete formulation.

2.3.3 Quantification of sodium diclofenac in hydrogels

The total amount of sodium diclofenac incorporated into de hydrogels was
determined for samples with a surface area of 0,48 cm? of the hydrogel in 10 mL of
pH 6,8 phosphate buffer. The average weight of the hydrogel samples in this
analysis was estimated in 0,155 g (£ 0,01). The samples were incubated for 24 h at
ambient temperature, then vortexed for 5 min. Afterwards, the samples were diluted
using methanol:water (1:1 v/v) and analyzed on HPLC DAD (Shimadzu) equipment
using a validated method. 20 uL of the sample was injected into a Waters Nova-
Pak® C18 (60 A, 4 um, 150 x 3,9mm) column at 40 °C, eluted in an isocratic mode
(using 70% methanol and 30% 0,01 M pH 3,0 phosphate buffer — KH2PO4 + H3PO4
— as a mobile phase) at a flow rate of 1 mL/min. UV detection was set to 276 nm.
The results were used to determine the concentration of sodium diclofenac for the

samples used in the dissolution studies.

2.4 Swelling studies

To determine the swelling rate of the chitosan/genipin hydrogels samples with

a surface area of 0,48 cm? were taken. The analysis was carried out in hydrochloric
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acid 0,16 M buffer pH 1,2 for 2 h, followed by potassium phosphate 0,10 M buffer
pH 6,8 for 22 h. The weight of the hydrogel was determined at specific times, after
absorbing excess liquid on filter paper. The swelling rate (SW) was calculated using
the Equation (1):

Ws x 100

SW (%) = Wd

(1)

Where Wq represents the dry sample and Ws the swollen sample.

2.5 In vitro dissolution

Hydrogels samples with a surface area of 0,48 cm? with average weight of
0,127 g (= 0,01) were submitted to in vitro dissolution test, in Shaker MA 830
(Marconi), with constant temperature and agitation (51 rpm). The study was
performed in 10 mL of pH 1,2 hydrochloric acid 0,16 M for 2 h, followed by potassium
phosphate 0,10 M buffer pH 6,8 for 22 h at 37 °C. Hydrogel samples were added at
pH 1,2 and after 2 h transferred to pH 6,8. Aliquots of 1 mL were taken out at
determined time intervals and the same volume of fresh buffer was replaced. The
sodium diclofenac release concentration was analyzed on HPLC DAD (Shimadzu)
equipment. Experiments were performed in quadruplicate. The release rate was

calculated with Equation (2):

In vit ] %) = (concent. drug released x 100) )
o Teiease L = concent.released drug theor. (2)

The theoretical concentration was calculated based on the weight of the

hydrogel sample and the amount of sodium diclofenac determined in 2.3.3.

The release data obtained after dissolution test carried in buffers was fitted
to the empirical Weibull equation and mathematical dependent models (Baker-
Londsdale, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Higuchi, and First order) using the

software SigmaPlot (Systat Software Inc) version 14. Automatic initial parameter
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estimation functions are used for each of these equations, and subsequent iterations

are made by the software until the final convergence of the data.

2.6 Simulated gastrointestinal tract (GIT) fluids dissolution studies

Simulation analysis of the gastrointestinal tract was performed with some
adaptations of conditions previously reported (Minekus et al., 2014), in a metabolic
bath MA 093 (Marconi), at 37 °C and reciprocating agitation. Oral, gastric, and
intestinal fluids were filtered with a vacuum filtration system (0,45 pm). In each
phase, enzymes (a-amilase; porcine pepsin; pancreatin, and fresh bile, all from
Sigma-Aldrich) were added according to the protocol. Hydrogel samples with a
surface area of 0,48 cm? with average weight of 0,152 g (+ 0,01) were added to 5
mL of oral fluid (pH 7,0) for 1 min. This 1 min phase is designed to mimic exposure
of the formulation to salivary conditions during swallow process. Then, the entire
content was mixed with 5 mL of gastric fluid (pH 3,0), remaining in incubation for 2
h. Finally, the fluids were mixed with 10 mL of intestinal fluid (pH 7,0), for a further
2 h of incubation. During the experiment, the pH was controlled and adjusted
according to each phase. Aliquots from the gastric and intestinal phases were
withdrawn at predetermined times (1 and 2 h) for cytotoxicity assays and drug
release concentration analysis. The release rate in GIT was calculated with

Equation (3):

Rel GIT (%) = (concent. drug released x 100) ;
e )~ concent.released drug theory 3)

The theoretical concentration was calculated on the weight of the hydrogel

sample and the amount of sodium diclofenac determined in 2.3.3.

2.7 In vitro cytotoxicity

The cytotoxicity of the individual components, physical mixture and the

complete formulation of the chitosan/genipin hydrogel was evaluated through cell



41

viability assays in Caco-2 (colorectal adenocarcinoma epithelial) and MRC5 (human
lung fibroblasts), kept in an incubator at 37 °C with 5 % CO2. MRC5 cells were
maintained with DMEM High Glucose culture medium and fetal bovine serum (10%
v/v). MRCS5 cells manipulation cycles occurred at 48 h intervals. As for the Caco-2
cells, DMEM Low Glucose culture medium, fetal bovine serum (10% v/v), and non-
essential amino acids (1% m/v) were used, with a cell cycle of approximately 62 h.
All components were tested in serial dilutions of individual stock solutions which
were 2,5 times less concentrated than the final formulation (chitosan 0,5% w/v and
acid acetic 1% w/v); except for genipin (0,75% wi/v), in which the stock solution
prepared for this component was 4 times more concentrated than the final
formulation. The cytotoxicity test of chitosan physically mixed with genipin was
performed with different concentrations of chitosan and genipin, but always
maintaining the proportions used in the hydrogel formulation. Samples from 24 h of
in vitro dissolution studies and all-time points of dissolution in simulated
gastrointestinal tract fluids were also evaluated by MTT in order to evaluate the

whole formulation effect.

Cytotoxicity assays were performed using the MTT (3-(4,5-dimethyliazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) reduction method (Berridge & Tan, 1993). For
both strains we used cells passages between 5 and 20. Cells were grown in a 96-
well plate at a concentration of 2,0 x 10* cells/mL per well. After 24 h of incubation,
treatments were added, which remained in contact with the cells for 6 h or 24 h. For
each experiment, a positive control (hydrogen peroxide) and negative control
(culture medium enriched with fetal bovine serum) were used. After 6 h or 24 h of
incubation, the treatment was withdrawn and then 200 uL of culture medium with
10% (m/v) of MTT were added. The plate was incubated at 37 °C for 3 h, and
afterward, the culture medium was removed and 200 puL of DMSO
(dimethylsulfoxide) was added to each well for formazan solubilization. Finally, the
absorbances were read at 570 nm, in the Spectramax i3 (Molecular Devices)

equipment. The percentage of reduced MTT was calculated using Equation (4):

Viabilitv = 100 Sample absorbance A
Haptity = x Negative control absorbance 4
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We considered viability below 70% as a cytotoxic potential according to 1SO
10993-5 and Srivastava et al. 2018 (International Organization for Standardization,
2009; Srivastava et al., 2018).

2.9 Statistical analysis

Results are reported as mean + standard deviation (SD) or mean * standard
error of the mean (SEM). For cytotoxicity assays, a one-way ANOVA test was
performed. Statistical significance is defined as *p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001.
Graphs and statistical analyzes were performed using the software GraphPad Prism

version 5.0.

3. Results and discussion

3.1 Characterization
3.1.1 SEM

The macroscopic and morphological (different magnifications) analyses of
the hydrogel are shown in Figure 1. The macroscopic analysis of the hydrogel
revealed a homogeneous and consistent dosage form, with a shiny surface and a
bluish color (Figure 1A). Figure 1B and 1C represents the internal part of the
hydrogel, while Figure 1D and 1E presents a side surface. The SEM images of
chitosan/genipin hydrogel displayed a highly porous structure, with an average pore
size of 21,12 um (£ 5,25), which provided a good surface area for drug release. The
organization and distribution of pores may have been influenced by the freezing and
lyophilization processes (Heimbuck et al., 2019). The high density of the hydrogel
network seen in the images may favor swelling and drug release characteristics
(Ubaid & Murtaza, 2018). The surface side of the formulation showed lower porosity
in relation to the internal part, due to direct contact with the silicon tubing, during the
hydrogel preparation. Due to this characteristic, it is suspected that drug release is

carried out in large quantities through the internal pores of the formulation.
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Figure 1 — Macroscopic image (A). SEM images of the internal part of the

hydrogel (B: 250x - scale bar of 100 um and C: 500x - scale bar of 20 um) and image
of the surface side of the hydrogel (D: 60x - scale bar of 200 um and E: 500x - scale
bar of 20 pum).

3.1.2 DSC analyses

DSC thermograms of pure chitosan, genipin, or sodium diclofenac, the
powder physical mixture of components, and the hydrogel are shown in Figure 2.
The chitosan thermogram shows a characteristic exothermic peak at 302 °C,

suggestive of degradation due to dehydration and depolymerization (Nair et al.,
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2019). Sodium diclofenac has an endothermic peak at 285 °C, in agreement with
the reported melting point of this substance (Swain et al., 2015). It is important to
highlight that genipin used in this work was extracted in-house from genipap. The
genipin thermogram shows a slight exothermic peak at 245 °C, similar to the finding
described by Dimida et al. (2015) in the analysis of genipin from Wako chemicals
USA. This peak indicates the rearrangement of the cyclic rings of the chain,
according to the authors. The analysis of the powder physical mixture components
was performed according to the proportions used in the hydrogel, showing the
characteristic peak of chitosan, the component in the greatest amount of the
formulation. The other components, genipin and sodium diclofenac, present in
smaller amounts, had their peaks retracted, related to limits of detection of the
equipment itself, dispersion in the polymer matrix, or crystallization (Babu et al.,
2008). Due to the strong interactions between the components and the
rearrangement of the chains, the hydrogel thermogram presents a specific
configuration, making it difficult to distinguish any pure component, as already
described by other studies (Ubaid & Murtaza, 2018; Kawamura et al., 2021).

15
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Figure 2 — DSC thermograms of individual components (chitosan, genipin or
sodium diclofenac), components mix (chitosan + genipin + sodium diclofenac at the

same ratio of formulation) and hydrogel.

3.2 Swelling studies
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Hydrogels are structures widely used for their ability to absorb large amounts
of water. Here, it is considered that the hydrogel has approximately 98 % (w/w) of
water incorporated since the middle part of the silicon tubing was always employed
in all experiments and it is assumed that no water loss has occurred. The swelling
rate of the chitosan/genipin hydrogel samples is shown in Figure 3. All samples
showed a high swelling rate at pH 1,2, with a decrease at pH 6,8, revealing a rapid
response to the pH of the dissolution media. This profile can be explained as a
function of the low pH at which swelling is dominated by the chitosan cationic
network. In a lower pH medium, the protonation leads to chain relaxation, proton
diffusion, and dissociation of secondary interactions (Berger et al., 2004).
Meanwhile, the electrostatic force between the -NHs* groups of chitosan leads to
the expansion of the polymer chain, allowing more water into the hydrogel. As the
pH increases to 6,8, the amino groups become deprotonated, inducing the formation
of inter- and intra-molecular hydrogen bonds leading to crystalline domains and
reducing the hydrophilicity of the hydrogel (Zhao et al., 2011; Cui et al., 2014).
Furthermore, as the pH increases erosion of the hydrogel matrix that was observed
and release of sodium diclofenac may have influenced the swelling results. This
erosion process can be given as loss of polymeric mass of the formulation observed
at the end of the experiment (Parhi, 2019).

Cui et al. (2014) developed a chitosan/gelatin hydrogel crosslinked genipin
and evaluated the swelling profile with different concentrations of chitosan (1, 2 and
3% wl/v), gelatin (2, 5 and 8% wi/v) and genipin (0,2, 0,5 and 0,8 mM) at pH 1,2 and
pH 7,4. The authors characterized the swelling profile as “superfast” and pH-
dependent, with a higher rate at pH 1,2 and decrease at pH 7,4 (CUI et al., 2014).
Furthermore, the swelling profile could be controlled by the crosslinking agent
concentration, as there was an inverse relationship between the crosslinking agent
concentration and the swelling rate. The more crosslinking agent leaves fewer free
amino groups for ionization and strengthens the interaction between the polymers
of the hydrogel (Ubaid & Murtaza, 2018). Here, our hydrogel presented 1,25% (w/v)
equivalent to 79,2 uM for chitosan and 8,18 mM of genipin, suggesting that there is

an excess of the crosslinking agent based on molarity.
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Figure 3 — Swelling profile of chitosan/genipin hydrogels at pH 1,2 (2 h) and
pH 6,8 (22 h). The data are mean + SD, n=3.

3.3 In vitro dissolution

When hydrogels were prepared, 0,025 g of sodium diclofenac were added,
and a theoretical concentration of the drug was calculated for the complete
formulation. Thus, the analytical concentration found was 2714,84 ug (x 262,00) of
sodium diclofenac per gram of wet hydrogel. This value was used throughout all
dissolution studies in order to obtain uniformized results. Figure 4 shows the release
profile of the drug sodium diclofenac. During release at pH 1,2 approximately 10%
(x0,43) of the drug was released, while at pH 6,8, in 5 h, 70% (+ 2,63) was released.
The release reached 100% (£ 12,47) only after 24 h. Our findings reveal a release
profile inversely proportional to the swelling. At pH 6,8 the hydrogel has its mass
reduced and, consequently, less polymer in the formulation. This loss in hydrogel
mass can facilitate drug release by erosion mechanisms (Wang et al., 2020).
Recently, a study developed chitosan/alginate microspheres for controlled release
of ciprofloxacin and reported a pH-dependent release profile for the drug and
polymer matrix erosion, corroborating whit our findings (Kyziot et al., 2017). At acidic

pH, chitosan has its amino groups protonated, while genipin remains on its non-
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ionized carboxylic groups, forming a network that may reduce the drug release rate.
On the other hand, at basic pH, chitosan loses its positive charge, while genipin
becomes negatively charged (Ubaid & Murtaza, 2018). After dissolution studies, it
was observed that the hydrogel almost disappears in the media, suggestive of the
erosion process (Parhi, 2019). It seems that there is a change in the solubility of the
chitosan/genipin complex at pH 6,8 compared to pure chitosan, which may be due
to modifications in the chitosan matrix caused by crosslinking with genipin (Pujana
et al., 2013). However, a study carried out by Bellé et al. (2018) suggests that the
crosslinking degree between chitosan and genipin is favored in solutions with a pH
greater than 5,5 (Bellé et al., 2018).

An attempt to elucidate the drug release mechanism employed the data of
the first 60% of the release curves to fit to different equations. The Weibull function
displayed global goodness of fit indicated by a correlation coefficient (r?) of 0,9898
(£ 2,7673) displaying a sigmoidal curve with exponent b > 1 indicative of a complex
release mechanism (Papadopoulou et al., 2006). Further five mathematical
dependent models were tested: Baker-Londsdale, r2 = 0,4838 (x 19,9743);
Korsmeyer-Peppas, r2 = 0,8494 (x 10,9950); Hixson-Crowell, r2 = 0,7092 (+
14,9918); Higuchi, r2= 0,5190 (+ 19,2812); First order, r2 = 0,66831 (+ 15,6488).
Korsmeyer-Peppas presented the best fit among all, although r? is below 0,9 and it
probably did not represent completely the release profile. In this model, the value of
n characterizes the release mechanism of the drug, and here n value was 1,6731 (+
0,2184) (Ritger & Peppas, 1987), indicating the mechanism which controlled the
release of sodium diclofenac from hydrogel was the ‘super case Il transport’. For
this particular case, the dominant mechanism for transport is diffusion due to the
swelling of the polymeric matrix. Thus, the drug release profile from the formulation
developed in our study may present more than one mechanism acting
simultaneously probably because of hydrogel characteristics, such as crosslinking
strength, changes in water solubility of the resulting polymer, and chemical
properties of the drug. Sodium diclofenac is a weakly acidic drug that presents low
solubility at acidic pH, so the release tends to be difficult. On the other hand, in
solutions with a near to neutral pH, drug release from hydrogel may be facilitated by
drug ionization processes (Grimling & Pluta, 2006).
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Figure 4 — In vitro release profile of sodium diclofenac at pH 1,2 (2 h) and pH
6,8 (22 h). The data are mean + SD, n=4.

3.4 Simulated GIT fluids dissolution studies

During oral controlled drug delivery formulations development, parameters
such as bioaccessibility and bioavailability of the drug after passing through the
gastrointestinal tract are necessary to evaluate the potential of the dosage form
(Sorasitthiyanukarn et al., 2021). The formulation is susceptible to significant pH
changes over the human Gl tract, ranging from 1 to 7,5 (Bhattarai et al., 2010).
Besides being sensitive to pH, chitosan has excellent mucoadhesive properties,
allowing prolonged contact with the intestinal mucosa in vivo, improving the drug
bioavailability (Mohammadi et al., 2021). And although this was not accessed in this
study, it may improve the performance of the proposed hydrogel. Figure 5 shows
the drug release profile in GIT simulated fluids. The results reveal minimal drug
release at 1 and 2 h of gastric simulation, 4,9% (+ 2,6), and 6,1% (= 1,96)
respectively. In the intestinal fluid simulation, there was a release of 80,5% (£ 0,21)
after 1 h and 88,2% (+ 5,03) for 2 h at this pH. These results support the results
found in the in vitro dissolution test since there was a greater drug release at higher

pH compared to acidic pH. Although it is well known that sodium diclofenac has
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weak acid characteristics and may be better absorbed in an acidic environment in
vivo. Our in vitro dissolution studies employing buffers and simulated GIT fluids
suggest that this formulation presents an alternative dosage form for sodium
diclofenac with enteric protection without the need for capsule coating with synthetic
polymers.
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Figure 5 — Simulated GIT release profile of sodium diclofenac at SSF + SGF
(2 h) and SSF + SGF + SFI (2 h). SSF - simulated salivary fluid; SGF - simulated

gastric fluid and SIF - simulated intestinal fluid. The data are mean = SD, n=6.

3.5 Cytotoxicity

The MTT assays were applied to evaluate the cytotoxicity of the formulation
components, as well as the media after dissolution studies. Figure 6 shows the 6 h
and 24 h MTT results of the formulation components. Significant results were found
compared to the positive control, especially at the lowest concentrations. In general,
our results show cell viability between 75% (+ 5,94) and 92% (+ 5,68) at the two
lowest concentrations of all components tested in MRC5 cells. In Caco-2 cells, the

cell viability was between 87% (£ 4,68) and 106% (+ 3,71). Concerning the physical
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mixture test of chitosan and genipin, in both strains, better results were found in the
two lowest concentrations tested of chitosan (0,05% and 0,0025% wi/v) and genipin
(0,0075% and 0,00375% w/v). The Caco-2 strain showed a more resistant profile
compared to MRCS5. Viability in Caco-2 cells remained between 91% (+ 5,11) and
102% (x 13,44). Data not shown in Figure 6.

Interestingly, we found high viability in MRC5 cells, mainly at 6 h, at the first
(0,75% wi/v) genipin concentration tested. However, this high viability is an artifact
that can be explained by the fact that genipin reacts with proteins and amino groups
found in fetal bovine serum, forming a bluish pigment. This pigmentation can induce

errors in the absorbance reading of the tests (Wang et al., 2011).

Specifically, for genipin, Kawamura et al. (2021) found cell viability between
60 e 100% for concentrations of 0 — 0,1 mM (0,002% w/v) of a commercial genipin
tested on Chinese hamster lung fibroblast V79 cells. Higher concentrations of
genipin (0,5 — 5 mM or 0,011 — 0,11% wi/v) showed cell viability below 60%
(Kawamura et al., 2021). Here for our in-house extracted genipin, similar results
were seen in human lung fibroblasts MRC5 cells, and more than 70% cell viability
was observed on Caco-2 cells for concentrations of 0,075% (w/v) (3,3 mM) and

below of genipin.

Caco-2 cells showed a more resistant profile in our study, responding better
to treatments of corresponding concentrations than MRC5 cells. This acceptability
should be highlighted since Caco-2 culture gets so close to the real intestinal
portion. High cell viability was also seen for cytotoxicity tests of
gelatin/chitosan/polyvinyl alcohol hydrogels. on HT29-MTX-E12 cells (human
colorectal adenocarcinoma). Sterilized hydrogel extracts at different concentrations
(100, 50, 25, 12,5, and 0%) displayed viability >80% (Rodriguez-Rodriguez et al.,
2020). Sterilization of the extracts may have potentiated the non-toxic action of
chitosan. In our study, we used lower concentrations of chitosan and did not sterilize

any solution.

In both strains evaluated, we observed better results at 6 h when compared
to 24 h results. Taking into account that drugs are likely to be in contact with

intestinal epithelia for less than 24 h in vivo, studies carried out at 6 h may be more
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informative. Overall, MTT results indicated that hydrogel components were not
cytotoxic against MRC5 and Caco-2 cells at concentrations approximately 25 times
lower than that found in complete hydrogel formulation (Table 1). However, we must
consider that the hydrogel complete formulation is prepared from 10 mL total
volume, and it would be split to be orally administered. Furthermore, the formulation
will be probably diluted in the patient digestive tract fluids, and cytotoxicity analysis
of dissolution media (Table 1, Figure 7) may represent a more realistic comparison
to that found in vivo.
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Figure 6 — The effect of hydrogel components on the viability of A: MRC5 and
B: Caco-2 cells (NC: negative control / PC: positive control / AA: acid acetic / CS:
chitosan / GEN: genipin). The data are mean + SEM, n=3 (wells and plates
triplicate) for each cell culture (one-way ANOVA: **p<0,01, ***p<0,001).

_ o _ _ Sodium
Chitosan Genipin Acetic acid _
diclofenac

uM % (W) mM % (wiv) mM % (viv) mM % (W/V)

Hydrogel 79,20 1,250 8,18 0,185 440,00 2,500 8,44 0,250
In vitro dissolution 1,09 0,017 0,113 0,0020 5,74 0,034 0,116 0,0034
SSF + SGF 1,29 0,020 0,133 0,0030 6,78 0,040 0,137 0,0040

SSF + SGF + SIF 1,07 0,016 0,110 0,0025 5,65 0,033 0,114 0,0033

Table 1 — concentration of each component present in the original hydrogel
formulation and after dissolution studies named as in vitro dissolution and simulated
GIT fluids (SSF: simulated salivary fluid / SGF: simulated gastric fluid / SIF:

simulated intestinal fluid).
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Cells treated with 100% (w/v) of the dissolution media showed decreased

viability since no culture medium was incorporated into the treatment. This is

reversed when we dilute the treatment with a culture medium (concentrations

between 50 and 5% w/v). For these concentrations, our findings reveal cell viability
between 71% (£ 4,07) and 106% (+ 15,14) for both strains. Except for the treatment
with in vitro dissolution fluid, which showed viability of 14% (x 3,99) in MRC5 cells

at a concentration of 50% (w/v). In this study, we also tested the dissolution media

without the formulation as a control (data not shown here), and the results found are

almost equal to those in Figure 7. Due to this, we concluded that the formulation did

not present an isolated cytotoxic effect in MRC5 and Caco-2 cells, but a combined

effect with the dissolution fluids.
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Figure 7 - The effect of the complete formulation after dissolution studies on
the viability of A: MRC5 and B: Caco-2 cells (NC: negative control / PC: positive
control / In vitro release: dissolution studies / SSF: simulated salivary fluid / SGF:
simulated gastric fluid / SIF: simulated intestinal fluid). The data are mean + SEM,

n=3 (wells and plates triplicate) for each cell culture (one-way ANOVA: ***p<0,001).

4. Conclusion

We successfully prepared chitosan crosslinked genipin hydrogel containing
sodium diclofenac. Our findings suggest that the proposed formulation displays a
pH-dependent drug release profile, which may provide intrinsic enteric protection.
Additionally, MTT assays showed that the formulation components and the hydrogel
did not induce cytotoxic effects in MRC5 and Caco-2 cells over 6 and 24 h. The
formulation developed in this study is formed by naturally occurring substances and
demonstrated excellent results as a dosage form for a gastro-resistant drug delivery

system.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho objetivou-se avaliar o potencial, em termos de perfil de
liberacdo in vitro e citotoxicidade de hidrogéis de quitosana reticulados com
genipina para entrega oral de diclofenaco de sodio. Nosso objetivo inicial era
desenvolver microesferas ao invés de hidrogéis, no entanto, testes de dissolucéo
in vitro apresentaram concentragdes muito baixas do farmaco apés 24 h de ensaios
em pH 1,2 (2 h) e pH 6,8 (22 h). Diferentes estratégias de formula¢des foram
realizadas, mas resultados insatisfatorios persistiram (Anexo 1). Por meio de
revisdo da literatura arquitetou-se um projeto para desenvolvimento de hidrogéis,
estruturas 3D, maledveis com capacidade de grande absorcédo de agua. A partir
disto, testes preliminares foram realizados e resultados adequados foram achados.

Diante disso, iniciou-se a caracterizacado do hidrogel. Caracteristicas como
morfologia, capacidade de absorcdo de agua e perfil termoquimico foram
analisadas. A andlise da morfologia do hidrogel através de imagens de microscopia
eletrbnica de varredura revelou uma estrutura com alta porosidade. Os poros
apresentaram tamanho médio de 21,12 um (x 5,25), promovendo 6timas condi¢cdes
para a liberacdo do farmaco. A parte lateral do hidrogel também foi analisada, e
encontramos uma superficie mais lisa e com menor quantidade de poros, devido
ao contato com a mangueira de silicone durante a preparacdo da formulacédo. O
perfil de intumescimento realizado em tampé&o &cido seguido de tamp&o préximo
ao neutro revelou a capacidade retencdo de tampdo em pH &cido com expanséao
da rede polimérica do hidrogel. Estes achados corroboram com estudos descritos
na literatura e sdo explicados devido a protonacdo dos grupamentos amino da
quitosana e pela expansdo de sua cadeia polimérica (DU et al., 2015; UBAID;
MURTAZA, 2018). Baseado nestes resultados, concluimos que o hidrogel

desenvolvido tem sua atividade dependente do pH do meio de dissolugéo.

Para elucidar a liberagdo do farmaco, andlises in vitro e com meios
simulados do TGI foram realizadas. E através de analises da concentracdo do
farmaco utilizado constatamos que a liberacdo em pH acido, simulando a por¢ao

gastrica, foi minima em comparacao a liberacdo em pH préximo ao neutro ou fluidos
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intestinais. O estudo de dissolucdo in vitro conduzido em pH 1,2 revelou que
aproximadamente 10% (+ 0,43) da concentracdo analitica do diclofenaco de sédio
foi liberada em 2 horas e 70% (£ 13,5) em 5 horas no pH 6,8. Observamos uma
caracteristica intrinseca de protecdo entérica que pode ser conferida pelo hidrogel
proposto. A genipina, através da reticulacdo de cadeias poliméricas, forma ligactes
fortes com a quitosana e auxilia no controle do intumescimento e da erosdo do
hidrogel (YU et al.,, 2021). Ainda, a liberacdo do farmaco também pode ser
modulada por caracteristicas de solubilidade da quitosana e do proprio diclofenaco
de sddio. A baixa ionizacdo do diclofenaco de sddio em solugbes com pH acido
dificulta a dissolucdo do farmaco. Por outro lado, o aumento do pH do meio de
dissolucdo pode facilitar a liberacdo do farmaco da formulacdo (GRIMLING;
PLUTA, 2006). Modelagem matemética dos dados do ensaio de dissolugéo in vitro
revelaram uma liberacdo do tipo complexa, com diferentes mecanismos atuando

na liberacdo do farmaco a partir da matriz do hidrogel.

De acordo com Du et al. (2015), algumas doencgas sistematicas patologias
do sistema nervoso necessitam de tratamentos com grande absor¢cédo de farmaco
na porcao intestinal e poucos efeitos adversos. Neste sentido, dispositivos, como o
desenvolvido neste estudo, chamam a atencdo por apresentarem este perfil de
liberacdo. Ainda mais por conterem compostos como a quitosana, que além de ser
natural, apresenta potencial de mucoaderéncia, apesar disso nao ter sido avaliado
nesse trabalho. Tal caracteristica prolonga o tempo de contato entre a mucosa e a
formulacdo, aumentando assim, a biodisponibilidade do farmaco na porcao
intestinal (DU et al., 2015).

E além dessas caracteristicas, a quitosana e a genipina, principais
componentes do hidrogel desenvolvido, apresentam 6timos resultados em termos
de biocompatibilidade. Diversos estudos ja avaliaram o0 comportamento de
diferentes linhagens celulares frente a estes compostos e diferentes formulagdes.
Neste estudo também avaliamos a viabilidade celular dos componentes do hidrogel,
em fracOes retiradas da dissolucao in vitro e da simulacdo do TGI. Os testes foram
realizados em 6 e 24 horas para conhecermos a citotoxicidade da degradacéo da
formulagdo em um periodo normal (2 a 6 horas) do transito gastrointestinal e uma

extrapolacéo de 24 horas (NAEEM et al., 2020). Escolhemos trabalhar com células
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Caco-2 por melhor se aproximarem da mucosa humana tendo em vista a via de
administracdo sugerida neste trabalho, e com células MRC5 por serem células
humanas e apresentarem perfil mais sensivel quando comparadas com células

Caco-2.

Em relacdo aos componentes, testamos diluicdes seriadas, sendo a primeira
diluicdo 2,5 vezes menor que a concentracao presente na formulagéo final; exceto
para a genipina que apresentou a solugédo estoque 4 vezes mais concentrada que
o hidrogel para esse componente. Esta condicdo de reducdo da concentracao
inicial para as analises foi assumida uma vez que a formulacéo final administrada
sera uma parte do hidrogel preparado em cada lote e ainda sera diluida pelos

fluidos presente no trato gastrointestinal, pensado em uma administracao in vivo.

Por mais que caracteristicas ndo toxicas ja tenham sido reportadas, também
objetivamos conhecer a citotoxicidade da quitosana e da genipina, separadas e
misturas fisicamente. Diferentemente de estudos descritos na literatura, a genipina
utilizada para desenvolver o hidrogel foi extraida in house a partir do Jenipapo.
Diante deste fato, justificamos a necessidade de realizar os testes de viabilidade
celular e também o incremento na concentracdo da solucdo estoque para essa

substancia.

Observamos melhores resultados de viabilidade, entre 99% (+ 11,9) e 106%
(£ 3,71), em células Caco-2 e em 6 horas de tratamento. Esta linhagem apresentou
perfil com maior aceitabilidade aos tratamentos. Estes achados sustentam a
biocompatibilidade dos componentes, uma vez que a linhagem Caco-2 melhor se
aproxima as células presentes na porc¢ao intestinal in vivo. Além disso, o tempo do
transito normal de um trato gastrointestinal se aproxima aos resultados de 6 horas
de tratamento. Estes resultados corroboram com achados ja descritos em relacéo
a efeitos nao citotoxicos da quitosana e da genipina (WU et al., 2018; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2020; KAWAMURA et al., 2021).

O teste de citotoxicidade da quitosana misturada fisicamente com a genipina
foi realizado com diferentes concentracdes de quitosana e de genipina, mas sempre
mantendo as proporgdes utilizadas na formulagcdo do hidrogel. Em ambas as

linhagens, melhores resultados foram encontrados nas duas concentra¢cdes mais
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baixas testadas de quitosana (0,05% e 0,0025%) e de genipina (0,0075% e
0,00375%). E mais uma vez, a linhagem Caco-2 mostrou perfil mais resistente em
comparacao a MRC5. A viabilidade nas células Caco-2 permaneceu entre 91% (+
5,11) e 102% (x 13,44), corroborando com nossos demais achados.

Ja em relacdo a citotoxicidade das fracbes retiradas dos meios de
dissolucéo, observamos viabilidade baixa na primeira concentragédo (100%), com
aumento consideravel nas diluicdes subsequentes. Este perfil de viabilidade
também foi observado nos testes que realizamos somente com 0S meios.
Ressaltamos que no protocolo empregado aqui, as concentracdes de 100% nao
possuem meio de cultura, desfavorecendo as atividades das células. Desta forma,
sugerimos que a formulacédo ndo desempenhou um efeito isolado de citotoxicidade,

mas sim, um efeito combinado com os meios usados no ensaio de dissolucéo.

6. CONCLUSOES

Foi desenvolvido com sucesso um hidrogel a base de polimeros naturais,
quitosana e genipina, para a entrega controlada de diclofenaco de sédio através de
administracdo oral. A genipina, extraida in house, desempenhou um excelente
papel como agente reticulador. Através de diversos ensaios, observamos que a
formulacéo do hidrogel desenvolvida € um dispositivo natural com potencial para
utilizacdo na entrega controlada de diclofenaco de sodio, com perfil gastroresistente
e gue nédo apresenta citotoxicidade em células MRC5 e Caco-2 nas concentracdes

avaliadas.

7. PERSPECTIVAS

A formulagéo desenvolvida neste estudo podera ser acondicionada dentro
de capsulas de gelatina mole para ser administrada oralmente. Além de auxiliar na
administracdo do hidrogel, a capsula mantém a umidade da formulacao, auxiliando
na preservacdo das propriedades aqui descritas. Trabalhos futuros podem ser

desenvolvidos para aumentar a compreensao deste dispositivo em termos de
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mecanismos de reticulacdo e modulacéo do perfil de liberagdo do farmaco. Ainda,
estudos in vivo e outros possiveis alvos terapéuticos também sdo pontos passiveis
de serem analisados. Por fim, uma caracteristica muito importante, e ja ressaltada,
é a utilizacao de produtos naturais, como a quitosana e a genipina, em tempos de
apelo a mais acdes sustentaveis e renovaveis. Sabe-se que a industria
farmacéutica gera muito residuo ao ambiente, portanto, formula¢des naturais, como

a desenvolvida neste estudo, devem ser cada vez mais incentivadas pela pesquisa.
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9. APENDICE

ANEXO 1 - Extracéo da genipina.

Protocolo de extracdo da genipina a partir do Jenipapo.

Fonte do Jenipapo: Luma Frutas Exoticas

Preparar 2 L de agua deionizada pH 3,8 ajustado com &cido citrico;

2. Higienizar o jenipapo com agua, descascar, cortar e pesar o jenipapo;
Misturar a Agua deionizada e o jenipapo em um liquidificador para produzir
o puré (usar 200 mL de agua para cada 50 g de jenipapo);

a. Cuidado: o puré é tolerado até 15 minutos a temperatura ambiente.
Deixar o jenipapo na geladeira antes do processamento e usar agua
deionizada gelada (pH 3,8 ajustado com acido citrico) para minimizar
a reacdo da genipina com proteinas (0 que leva a formacédo do
corante).

4. Medir o volume resultante em uma proveta;

Passar o volume para um Erlenmeyer e aplicar a enzima na concentragao
de 0,5% v/v (utilizar um Erlenmeyer de volume, no minimo, quatro vezes
maior que a solucdo aquosa bifasica final — acetato de etila + solucdo de
puré);

6. Em uma capela, adicionar acetato de etila a solucdo de jenipapo;

7. Agitar suavemente manualmente a cada 5 min durante 1 h para permitir que
a reacdo enzimatica ocorra de maneira homogénea paralelamente a
migracao da genipina para o acetato de etila;

8. Filtrar em uma peneira;

9. Passar para um funil de separacéo;

10.Aguardar a separacao completa das fases;

11. Abrir a saida do funil de separacéo e descartar a fase inferior;

12.Aguardar a separacao completa da fase restante;

13.Abrir a saida do funil de separacao retirando a fase inferior até que reste

apenas a fase translicida mais pura de acetato de etila;
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14.Com um baldo do rotaevaporar coletar a fase translicida do funil de
separacao;

15. Acoplar o baldo no rotaevaporar a temperatura de 40°C e vacuo de 35 mmHg
para remover o solvente;

16.Apos a remocao total do solvente, limpar as paredes do baldo com a menor
guantidade de solvente possivel e transferir para um frasco ambar de 20 mL;

17.Acoplar o frasco ambar ao rotaevaporador e evaporar novamente.

llustragdes do processo e resultados:

Passo 3




Genipina extraida

Passo 15
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ANEXO 2 — Historico das formulacdes.

O projeto original visava reproduzir microesferas de quitosana reticuladas
com genipina conforme Belle et al. (2018) e fazer a aplicagéo dessas esferas para
a liberacao controlada do diclofenaco de sddio. Assim, todas as formulacdes foram
desenvolvidas seguindo as condicdes reportadas por Belle et al. (2018), mantendo
6,7 partes de quitosana para 1 parte de genipina. As microesferas foram

preparadas de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 1 - diferentes estratégias utilizadas para o desenvolvimento de

microesferas de quitosana reticuladas com genipina.

~ . Método ~d © Solucéo de Quantidade Concentragéo Concentragéo
Formulacdo incorporacado do ~ L »
. coagulacéo de lavagens tedrica (ug/mL)  analitica (ug/mL)
farmaco
12 Solugéo Tripolifosfato 0 20,00 0,43 (x0,05)
22 Solugéo Tripolifosfato 1 18,74 0,16 (+0,01)
H20 + NaOH +
32 Solugéo . 6 18,64 1,94 (+0,39)
alcool
H20 + NaOH +
42 Adsorcao ) 6 16,66 0,78 (£0,35)
alcool

Concentragdo apresentada como média + desvio padréo. Fonte: autor.

Métodos diferentes de incorporacéo de diclofenaco de sddio foram testados,
assim como solucao de coagulacao, lavagem das microesferas em agua destilada
e tempos de reticulacdo. As lavagens foram introduzidas para obter pH préximo a
neutralidade, e assim melhorar as condicbes de reticulagdo. Foram realizados
testes de dissolucao in vitro para todas as formulacdes. Os testes foram realizados
em Shaker MA 830 (Marconi), com temperatura e agitacao constante. Determinado
namero de esferas foram depositados em 10 mL de solucdo pH 1,2 por 2 horas.
Transcorrido o tempo, as esferas foram transferidas para 10 mL de tampé&o fosfato
pH 6,8, onde permaneceram por mais 22 horas. Aliquotas foram retiradas em
tempos especificos para analise da concentragcdo do farmaco em HPLC DAD
(Shimadzu). Além destas, aliguotas das lavagens também foram coletadas para

conhecer a concentracdo do farmaco nas mesmas.
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Apoés calculos para determinar as concentracfes tedricas e analiticas,
conclui-se que grande quantidade do farmaco foi perdido nas solucbes de
coagulacéo e reticulacéo de genipina para o 1° teste, e/ou nas lavagens para dos
demais testes. Consequentemente, uma pequena quantidade do farmaco foi
incorporada as microesferas. Tempos diferentes de reticulacdo também foram
observados, mas nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo a
liberacdo do farmaco. Em algumas microesferas foram observadas a presenca de
pequenas rachaduras apos o ensaio de dissolucéo, formando possiveis canais para

a liberacédo do farmaco.

Todas as modificagdes descritas objetivaram aumentar a concentracéo de
farmaco liberada, mas sem sucesso. ApOs revisdo da literatura, iniciamos as
formulacbes com hidrogéis, seguindo as mesmas condicbes em termos de

concentracao pré-estabelecidas.
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ANEXO 3 - Curvas e formulas utilizadas para calcular a concentracao de

diclofenaco de sédio nos diferentes ensaios.

O método de quantificacdo utilizado ao longo do trabalho havia sido
previamente validado, porém utilizando agua como diluente. Assim, para 0s
diferentes ensaios realizados nesse trabalho, preparam-se diferentes curvas de
linearidade. As curvas a seguir foram utilizadas para calcular a concentragéo do
farmaco. Os graficos estdo apresentados como eixo X sendo a concentracdo do
farmaco (ug/mL) e eixo y como a média dos valores obtidos na Cromatografia
liguida de alta eficiéncia. Para isto, 20 uL de amostra foram injetados em coluna
Waters Nova-Pak® C18 (60 A, 4 um, 150 x 3,9 mm) a 40 °C, eluida em método
isocratico (70% de metanol e 30% de tampéo de fosfato 0,01M pH 3,0 - KH2PO4 +
H3sPO4) a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A deteccédo de UV foi realizada em 276
nm. Os resultados dos ensaios obtidos foram plotados nas formulas para

conhecermos a concentracéo do farmaco.

Dissolucdao in vitro:
Curva de calibragdo baixa em pH 1,2:

y =7572,4x + 3400,5

pH 1,2 R® = 0,9486
45000
40000
35000 Concentracéo N
30000 Média DP
25000 hg/mL
20000 0,1 1073 203,65
15000
0,5 5718 1083,99
10000 L
5000 13278 1701,30
0 2,5 27332 3368,66
0 1 2 3 4 5 6 5 38509 7538,47
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Curvas de calibracdo baixa e alta em pH 6,8:

. ~ =42243x + 1245
pH 6,8 (baixa concentracdo) ' ri- o9y

450000
400000 ’ Concentracdo o

350000 mL Média DP

pg/m

300000

250000 . 0.1 4532 406,58
200000 0,5 20604 970,15
122222 ‘ 1 41320 817,41

2,5 102735 188,79
50000 | g ’
o &® 5 227737 20712,57
0 2 4 6 8 10 12 10 417375 6052,83
~ y =41587x + 23534
pH 6,8 (alta concentracao) R% - 0,895

4500000
4000000 @
3500000 Concentragao Medi P
3000000 e ug/mL edia
2500000
2000000 - 10 417375 6052,83
1500000 25 1059541 12145,27
1000000 -

00000 ‘ 50 2118885  10234,23

0 70 2983109  45694,65
0 20 40 60 80 100 120 100 4143339 20076,88




Andlise de teor:

Curva de calibracdo em agua e metanol:

Agua:metanol y =45874x - 8859,6
R?=0,9997

5000000
4500000 o
4000000
3500000 o7
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000 -
500000 Pt
0
0 20 40 60 80 100 120

Dissolucao em fluidos intestinais simulados:

Curva de calibracdo em solucéo oral e gastrica:

Oral + gdstrica ¥ =478 30246

2500000

2000000 0
1500000

1000000 O‘

500000 .

e
0 &®
0,1 10,1 20,1 30,1 40,1 50,1
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Concentragéo o
- Média DP
10 439203 60676,83
25 1123480 19183,81
50 2308808 10267,90
75 3465737 46656,32
100 4545725 109125,7
Concentragédo o
Lg/mL Média DP
0,1 4481 246,07
1 41642,5 1133,49
5 203988,5 3070,96
10 406893,5 5066,42
25 1016251 19556,45
50 2040829 29392,31




Curva de calibracdo em solucéo oral, gastrica e intestinal:

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

0@

Oral + gastrica + intestinal v =39005x-3369,5

0,1

10,1

20,1

30,1

40,1

RZ=1

50,1

60,1

80

Concentracéo o
ug/mL Média DP
0,1 1915 198,0
1 34649 1301,08
5 188894 4597,61
10 390855,5 16237,29
25 969216 7580,18
50 1947607 3252,69
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RESEARCH, 2022.
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ALMIR INACIO DA . IMPORTANCIA DA UTJ]_IZACAO DE RESSONANCIA MAGNETICA NO AUXILIO AQ DIAGNOSTICO DO
CANCER DE MAMA: UMA REVISAD SISTEMATICA. DESTAQUES ACADEMICOS, 2021.
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1.

84



2. KAUFMANN, G.; CAMINI, A. M. . Oficina de Biologia Molecular: do desenho de primers a PCR. 2021. (Apresentacgo de
TrabalhofOutra).

3. KAUFMANN, G.; KLEIN, M. P. ; GOETTERT, M. L. ; AGUIRRE, T. A. S. . Avaliacio do potencial tecnolégico de esferas de
guitosana reticuladas com genipina na entrega oral de farmaces, 2020. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

4. KAUFMANN, G.; NICOLAL G. . Métodos laboratoriais de diagndstico do SARS-CoV-2. 2020. (ApresentacSo de
Trabalhof/Outra).

5. KAUFMANN, G.. Antioxidantes realmente melhoram sua saide?. 2019. (Apresentacao de Trabalho/Seminario).

6. VIEIRA, L. ; KAUFMANN, G. . Edicio de genoma: método de CRISPR. 2018. (Apresentacdo de Trabalho/Conferénda ou
palestra).

7. VIEIRA, L ; KAUFMANN, G. ; SILVA, G. K. . O CRISPR-Cas9 pode ser usado para Reparar genes danificados?. 2018.
(Apresentacio de Trabalhof/Outra).

B. KAUFMANN, G.; SILVA, G. K. . Biologia molecular como ferramenta para o diagnostico de dermatofitoses. 2017,
(Apresentagdo de TrabalhofOutra).

a9. KAUFMANN, G.; SIMOMETTL, 5. . Vivéncias de estudantes do curso de Biomedicina na area de Microbiologia de alimentos.
2017. (Apresentacdo de TrabalhofOutra).

10. REHFELDT, S. C. H. ; KAUFMANN, G. ; BASEGIO, K. G. ; DRESCH, F; ; WUNSCH, C. ; CONTINL V. . Investigacio da
AssociacSo entre o Polimorfismo rs2283265 no Gene do Receptor de Dopamina DRD2 e o Uso de Nicotina e Alcool em uma
Amosira de Individuos Adultos de uma Comunidade Académica.. 2016. (Apresentagdo de Trabalho/Outra).

11. REHFELDT, S. C. H. ; KAUFMANN, G. ; GENRO, 1. P. ; CONTINL, V. . Influéndia de um polimorfismo no sistema
dopaminérgico em parametros antropométricos e bioguimices. 2016. (Apresentacio de Trabalho/Congressa).

12. KAUFMANN, G.; CONTINL, V. . Ausénda de efeito do polimorfismo rs2283265 do gene DRO2 em parametros
antropomeétricos de individuos adultos, 2016. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

13. KAUFMANN, G.. Embriologia. 2011. (ApresentacSo de Trabalho/Outra).

Eventos

KAUFMANN, G.; KLEIN, M. P. ; GOETTERT, M. L ; AGUIRRE, T A. 5. . AVALTAGAD DO EFEITO CITOTOXICD EM CELULAS
CACO-2 DE ESFERAS DE QUITOSANA RETICULADAS COM GENIPINA PARA ENTREGA CONTROLADA DE FARMACOS. 2021.
(Apresentacio de Trabalhof/Outra).

Participacdo em eventos, congressos, exposicies e feiras

1.
Z.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.
11.
12.

Encontros Cientificos do PPG Biotecnologia. 2016. (Encontra).

A Bioguimica nas areas de Ciéncias Biologicas e da Sadde. 2015. (Outra).

Ofidnas do curso de Biomedicina. 2015. (Oficina).

O que € e para que serve a memoria, ministrada pelo neurodientista doutor Ivan Izquierdo. 2015. (Outra).
VI Giclo de Palestras da Biomedicina, 2015. (Outra).

Aula Inaugural da Medicina. 2014, (Outra).

Pericia forense - experiénda profissional. 2014. (Outra).

Aula Inaugural do Curse de Biomedicina. 2013. (Encontro).

VI Gido de Palesiras da Biomedicina. 2013. (Outra).

1I Simpdsio Interdiscplingr de salde e ambiente - 11 SISA e VIII Semana Interdisciplinar em salde. 2012, (Simpdsio).
Semana Académica do curso de Ciéncias Biologicas. 2012. (Outra).

W Ciclo de Palestras da Biomedicina - Insercdo Regional do Biomedico. 2012. (Outra).
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Apresentacbes de Trabalho
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Associagio entre o Polimorfismo rs2283265 no Gene do Receptor de Dopamina DRD2 e o Uso de Nicotina e Alcool em uma
Amosira de Individuos Adultos de uma Comunidade Académica.. 2016. (Apresentagdo de Trabalho/Outra).

REHFELDT, 5. C. H. ; KAUFMANN, G. ; GENRO, J. P. ; CONTINI, V. . Influéncia de um polimorfismo no sistema
dopaminérgico em parametros antropométricos e bioguimices. 2016, (Apresentacdo de Trabalho/Congresse).
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