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RESUMO

A zidovudina, azidotimidina (AZT), é o farmaco mais utilizado isoladamente ou em
associacdo com outros agentes antirretrovirais para o tratamento da AIDS, causada pelo
virus HIV. A baixa biodisponibilidade do AZT é o grande desafio a ser vencido para
otimizar seu desempenho na terapéutica por via oral, ja que sua elevada taxa de
metabolizacdo hepatica e baixa permeabilidade resultam na necessidade de
administracdo de elevadas doses do farmaco, as quais frequentemente alcangam niveis
plasmaticos toxicos, causando efeitos adversos graves. As dispersfes solidas (DS)
representam importante estratégia tecnoldgica para melhorar a eficacia de farmacos,
constituindo alternativas terapéuticas farmacologicamente mais eficientes. Ademais,
sistemas de liberacdo de farmacos com propriedades mucoadesivas permitem o contato
intimo do farmaco com a mucosa e 0 aumento do seu tempo de permanéncia em um
sitio especifico pode melhorar a biodisponibilidade de farmacos por ser capaz de manter
o farmaco por mais tempo em contato com a mucosa intestinal. O fa&rmaco contido na
matriz polimérica da DS proporciona um aumento de concentracdo local de ativo e
consegue liberar esta alta concentracdo rapidamente, favorecendo o aumento da
absorcdo do farmaco. No presente trabalho, dispersdes sélidas binarias contendo AZT /
glicolato sédico de amido (GSA) e ternarias contendo AZT / GSA / ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP) foram obtidas pela técnica de evaporacdo do
solvente e avaliados parametros como solubilidade, caracterizacdo fisico-quimica,
mucoadesdo, dissolucdo in vitro, intumescimento e absorcdo intestinal do farmaco. A
solubilidade do AZT mostrou-se independente do pH do meio (1,2 e 7,4) e 0 aumento
da concentragdo de GSA nas dispersdes sdlidas binarias diminuiu a solubilidade do
farmaco. A anélise granulométrica evidenciou as reduzidas dimensdes das particulas das
DS binérias em até 63,5% e 84,7% das DS ternarias em relacdo as respectivas misturas
fisicas enquanto o estudo da morfologia de superficie evidenciou diferencas entre as
dispersdes solidas e as misturas fisicas. As andlises de DSC e difracdo de raios - X
demonstraram a predominancia do farmaco na forma amorfa nas dispersdes sélidas
ternarias, enquanto nas disperses solidas binarias, apesar da prevaléncia do estado
amorfo, foi observada cristalinidade residual do farmaco. A espectroscopia de absorcéo
na regido do IR indicou a ndo interacdo entre farmaco e polimero(s). A propriedade
mucoadesiva do GSA e HPMCP foi confirmada; a concentracdo de polimero néo
influenciou este parametro, mas a presenca do HPMCP favoreceu significativamente o



aumento da mucoadesdo das DS ternarias, tanto na forma de p6 quanto intumescidas.
Para as dispers@es binarias, 0 aumento da concentracdo de GSA resultou em um maior
controle da taxa de liberacdo do farmaco. A incorporacdo de HPMCP as dispersoes
ternarias permitiu a reducdo da taxa de liberagdo em meio gastrico, no entanto o
aumento de sua concentragdo nédo influenciou esse pardmetro. O intumescimento das DS
ternarias foi maior que o das DS binérias, tanto em meio gastrico simulado quanto em
meio intestinal simulado. O estudo de liberacdo ex vivo demonstrou que a DS ternaria
promoveu o aumento significativo da porcentagem de farmaco absorvido, em relagdo ao
AZT livre. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as dispersfes sélidas
desenvolvidas podem ser uma estratégia promissora, inovadora e tecnologicamente

viavel para a otimizacdo do desempenho terapéutico da zidovudina.



ABSTRACT

Zidovudine (AZT) is the most widely used drug alone or in combination with other
antiretroviral agents for the treatment of AIDS, caused by the HIV virus. The low AZT
bioavailability is the great challenge to be overcome to optimize its performance in oral
therapy, since its high rate of hepatic metabolism and low permeability results in the
need for high doses of the drug, which often reach toxic plasma levels, causing serious
side effects. Solid dispersions (SD) are an important technological strategy to improve
the drug's effectiveness, reaching pharmacologically more effective therapeutic
alternatives. Furthermore, drug delivery systems with mucoadhesives properties allow
intimate contact of the drug with mucosa and the increase of the residence time at a
specific site can improve the bioavailability of drugs by being able to keep the drug for
longer in contact with the intestinal mucosa. The drug contained in the polymer matrix
of SD provides an increased local concentration of active and can quickly release this
high concentration, favoring the increase of the drug’'s absorption. In this study, binary
SD containing AZT/Sodium starch glycolate (SSG) and ternary within
AZT/SSG/Hydroxypropylmethylcellulose phthalate (HPMCP) were obtained by the
solvent evaporation method with the evaluation of parameters such as solubility,
physicochemical characterization, mucoadhesion, in vitro dissolution, swelling and
intestinal drug absorption. The solubility of AZT was independent of medium pH (1.2
and 7.4) and the increase in the concentration of GSA in binary SD decreased the
solubility of the drug. The particle size analysis showed the reduced particle size of
binary DS up to 63.5% and 84.7% of DS in relation to the respective ternary physical
mixtures while the study of surface morphology showed differences between the solid
dispersions and physical mixtures. The analysis of DSC and X-ray diffraction analysis
showed the predominance of the drug in amorphous form in the ternary solid
dispersions; whereas in binary solid dispersions, despite the prevalence of the
amorphous state, residual crystallinity of the drug was observed. Absorption
spectroscopy in the IR region indicated no interaction between drug and polymer (s).

The mucoadhesive capacity of GSA and HPMCP was confirmed; the polymer
concentration did not influence this parameter, but the presence of HPMCP significantly
favored the increase of ternary mucoadhesion of SD, both in the powder and swollen
form. For the binary dispersions, increasing the concentration of GSA resulted in
greater control of drug release rates. The incorporation of HPMCP to the ternary



dispersions allowed the reduction of the release rates in the stomach, although the
increase in its concentration did not influence this parameter. Swelling of ternary DS
was greater than that of binary DS, both in simulated gastric medium and in simulated
intestinal medium. The release ex vivo study demonstrated that ternary SD promoted
significant increase in the percentage of drug absorbed, compared to free AZT. The set
of results obtained in this work suggests that the solid dispersions developed may be a
promising, innovative and technologically feasible technique to optimize the

performance of zidovudine therapy.
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19
Introducéao

1 INTRODUCAO

O tratamento da infec¢@o pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tem evoluido
constantemente e mudado o histérico dos casos de AIDS. Com o0 avan¢o da terapia
antirretroviral (ARV), as manifestacdes clinicas decorrentes da infec¢do tornaram-se menos
frequentes e houve melhora do progndstico dos pacientes portadores da sindrome. O
surgimento de métodos laboratoriais eficientes em identificar e quantificar o virus circulante
no plasma e o conhecimento da dindmica viral otimizaram o tratamento dos individuos com
esta infeccdo. Ademais, a disponibilidade de diferentes farmacos ARV ampliou as
possibilidades de tratamentos (FOCACCIA; VERONESI, 2007; MELO, 2007; PECANHA et
al., 2002).

A via de administracdo e o padrdo de distribuicdo do farmaco podem interferir de
maneira direta sobre a duracdo e a extensdo de sua agdo. A via oral representa uma forma
simples e relativamente segura de acesso do farmaco a circulacdo sistémica através do trato
gastrointestinal (TGI). Inimeras sdo as vantagens desta via de administragdo, como a
comodidade ao paciente, baixo custo e a possibilidade de assisténcia no caso de doses
excessivas. No entanto, alguns farmacos séo inativados quando administrados oralmente e
sofrem metabolismo pré-sisttmico, o que pode contribuir para a diminuicdo da
biodisponibilidade (GOODMAN; GILMAN, 2006).

De acordo com a Biopharmaceutics Classification System (BCS), os farmacos estdo
divididos em quatro classes distintas, conforme sua solubilidade e permeabilidade (AMIDON
et al.,, 1995). A zidovudina pertence a classe Ill, por possuir alta solubilidade em fluidos
biolégicos e baixa permeabilidade. Com o intuito de aperfeicoar as propriedades
biofarmacéuticas da zidovudina, algumas abordagens tecnolégicas tém sido propostas como a
incorporacdo do farmaco em lipossomas, microemulsdes, micelas e nanoparticulas
poliméricas e nanoparticulas lipidicas sélidas (CARVALHO et al., 2011; MAINARDES,
2007). O uso de outros sistemas de liberacdo para farmacos antirretrovirais foi explorado por
OJEWOLE e colaboradores (2008). Dentre estes estdo matrizes com revestimento entérico,
sistemas bioadesivos, implantes ceramicos, nanocarreadores, suspensoes, cristais liquidos e
sistemas para liberacao transdérmica, bucal, nasal e retal.

Dispersao solida é um sistema de liberagdo em que o farmaco e um polimero inerte
sdo solubilizados em um solvente comum e, apds sua eliminacdo, o farmaco fica

molecularmente disperso em uma matriz polimérica, que pode também ser utilizada como
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alternativa para maximizar a solubilidade de farmacos fracamente sollveis ou insollveis em
agua por diminuir o tamanho das particulas e aumentar a superficie de contato com o0 meio
eluente. Entretanto, outra vantagem das dispersdes sélidas é a aplicacdo em sistemas de
liberacdo de farmacos soltveis, quando o fa&rmaco é associado a determinados polimeros.

BIKIARIS e colaboradores (2009) utilizaram a técnica de dispersdo solida na
associacdo do farmaco fluvastatina ao succinato de polipropileno (PPSu), que € um poliéster
alifatico, com o objetivo de manter a liberagdo deste farmaco e diminuir sua toxicidade
hepatica. Os ensaios de liberacdo in vitro confirmaram o controle da liberacdo da fluvastatina
quando a associacdo se deu ao PPSu de maior peso molecular, pois o aumento da cadeia
polimérica diminuiu os grupamentos polares e isto levou a diminuir a afinidade pela dgua.

Considerando que os sistemas mucoadesivos representam uma alternativa para
aumentar a biodisponibilidade de farmacos por manterem o farmaco por mais tempo em
contato com a mucosa, vantagens como a manutencdo de concentracao efetiva do farmaco no
local de acdo ou absor¢do, a diminuicdo no numero de doses e a maior cumplicidade dos
pacientes ao tratamento podem ser incluidas aos sistemas mucoadesivos (CARVALHO et al.,
2010, DUNNHAUPT et al., 2011).

Alguns ativos, quando administrados por via oral, apresentam baixa
biodisponibilidade influenciada pela rapida degradacdo em contato com fluidos
gastrointestinais ou pela pouca absorcdo através do epitélio do TGI. A associacdo dos
sistemas dispersdes solidas e sistemas mucoadesivos, pode ser uma estratégia promissora para
aumentar a biodisponibilidade de alguns farmacos, por exemplo, a zidovudina. Por ser capaz
de manté-lo por mais tempo em contato com a mucosa intestinal, a dispersao sélida com
propriedades mucoadesivas, contendo o ativo aprisionado em sua matriz, proporciona o seu
aumento de concentragéo local e, por ser um sistema pouco estruturado, consegue liberar esta

alta concentracao rapidamente, favorecendo o aumento da absorcéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 HIV/AIDS

O constante aumento do numero de individuos infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) resultam em altos indices de novas infec¢Ges pelo virus. Desde que 0 agente causador
da AIDS foi identificado em 1983, o nimero de infectados ndo estagnou. Em 2008, a
estimativa mundial alcancou 33,4 milhGes de pessoas infectadas pelo HIV, sendo 2,7 milhdes
a mais que no ano anterior. A epidemia parece ter se estabilizado na maioria das regioes,
embora continue a crescer na Europa Oriental e na Asia. A Africa Subsaariana continua a ser
a regido mais afetada, com 71% de todas as novas infecgdes por HIV em 2008 (UNAIDS,
2008; OKIE, 2006; NEVES et al., 2010).

Particularmente, o Brasil tem sido reconhecido por seu apoio na prevencgédo precoce do
HIV, o que pode ter auxiliado a atenuar a severidade da epidemia no pais. O Programa
Nacional (PN) DST/AIDS, criado em 1986, objetiva conter a transmissao do HIV e promover
a saude de pessoas portadoras do virus. A politica de acesso ao tratamento com farmacos
antirretrovirais se baseia na Lei n® 9313/1996, que estabelece a distribuicdo gratuita, através
do SUS, de medicamentos a todos os portadores de HIV/AIDS que deles necessitem. O PN
DST/AIDS distribui 17 antirretrovirais a cerca de 200 mil pacientes, sendo que a distribuigéo
do AZT iniciou-se em 1991. O sucesso deste programa é resultado de estratégias para baratear
0 custo do tratamento com antirretrovirais com qualidade estabelecida nos consensos
terapéuticos (MEINERS, 2008; SANTOS et al., 2010).

Atualmente, ha duas espécies conhecidas de HIV, o HIV-1 e o HIV-2, com as suas
respectivas subespécies. HIV-1 ¢é o principal virus causador da AIDS, sendo mundialmente o
tipo mais comum, enquanto que a HIV-2 é o virus mais prevalente na Africa do Sul. As duas
espécies do virus HIV evoluem para a AIDS, mas a espécie HIV-2 tem sua evolugdo mais
lenta. Ambas representam riscos para a saude e tém sido bastante pesquisadas visando a
descoberta de novos medicamentos e vacinas (HARRINGTON, 2002; FIORENTINI et al.,
2010).

A infec¢do do HIV-1 é muito dindmica. Apos a infeccdo pelo HIV, ha um periodo de
replicacdo viral continua e uma forte resposta imunoldgica contra este virus resultando em um

estado constante e relativamente baixo de carga viral. Em seguida, o virus entra em uma fase
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cronica, em que ha replicacdo viral limitada sem, no entanto, sinais aparentes da doenca. Esta
fase pode persistir por muitos anos, levando a um dano irreversivel do sistema imunologico
caracterizado por uma perda de células T CD4". Isso resulta no aparecimento do primeiro
estagio da AIDS, com infec¢des oportunistas que podem levar a morte da grande maioria dos
pacientes ndo tratados. Uma propor¢cdo muito pequena de pacientes infectados, os chamados
"de longo prazo ndo-progressores’, permanece livre da doenca com uma contagem de células
CD4" alta e estavel. Eles sdo capazes de manter a replicagdo viral em niveis baixos na
auséncia de tratamento e representam um dos grandes paradigmas do controle do HIV
(FIORENTINI et al., 010).

O HIV parece ser altamente adaptado a vida do hospedeiro, utilizando a maquinaria
celular para promover a replicacdo e transmissdo, enquanto dispde de equipamento adequado
para estratégias de evasdo imune (YUE et al., 2005). No entanto, na maioria dos individuos, o
HIV induz uma ativacdo generalizada do sistema imunol6gico que envolve ndo apenas o
principal alvo da infeccdo (por exemplo, linfocitos, mondcitos T CD4" e macrdfagos), mas
também linfdcitos B, células “natural killer” e células apresentadoras de antigenos. Apesar da
hiperatividade imunoldgica crbnica e conseqiiente exaustdo imune serem comprovadas, 0S
mecanismos envolvidos nesta ativagdo ainda ndo sdo completamente compreendidos
(CADOGAN; DALGLEISH, 2008).

A sintese e obtencdo de farmacos altamente eficientes no combate ao HIV estéo
intimamente relacionadas com o conhecimento do mecanismo de infeccdo do virus no
organismo. A infeccdo de uma célula ocorre quando o virus HIV se liga a um receptor celular,
geralmente o T CD4", por meio de sua proteina gp120, que se funde & membrana celular
liberando seu conteddo no citoplasma. A enzima do virus, transcriptase reversa, catalisa a
producdo de uma copia de DNA a partir do RNA viral. A cépia de DNA de dupla hélice é
entdo transportada ao nulcleo celular onde uma segunda enzima, integrase, catalisa a
incorporacdo do DNA viral ao material genético do hospedeiro. A expressao subsequente dos
genes virais resulta na transcricdo do RNA a partir do DNA do HIV e na traducdo das
proteinas virais. As proteinas virais recém-formadas sdo, no entanto, produzidas na forma de
precursores de poliproteinas, longas unidades compostas de enzimas virais e proteinas
estruturais anexadas. As poliproteinas e 0 RNA viral migram para a superficie da célula onde
ficam incorporados aos novos virus que surgem na membrana celular, levando parte da
mesma com eles para formar a camada externa viral. Os virus recém-formados seriam, no

entanto, ndo infectantes sem a acdo de uma terceira e essencial enzima do HIV, a protease,
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que processa as poliproteinas virais em proteinas e enzimas estruturais funcionais (Figura 1)
(GOODMAN; GILMAN, 2006; SOUZA; ALMEIDA, 2003; CARVALHO, 2009 a).

Figura 1 — Ciclo de replicacéo viral (adaptado de SOUZA, ALMEIDA, 2003)
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As células do sistema imunoldgico desempenham um papel de destaque na patogenia
da AIDS. Tecidos linfoides agem como reservatério do virus e sdo considerados um local
importante para a replicagdo viral, sendo assim a infeccdo pelo HIV é ativa e progressiva
neste local. Durante os estagios iniciais da infeccdo, a quantidade de virus € relativamente
baixa e o nimero de células infectadas no sangue é pequeno, porém nos tecidos linféides do
TGl existe uma alta concentracdo de varias células imunocompetentes, como células
mononucleares (linfécitos e macrdfagos) e células M, que sdo um alvo da replicacdo do HIV.
Além de ser ativo nestes tecidos do TGI, mesmo no seu periodo de laténcia, o HIV também
estd associado a efeitos patoldgicos da doenca, como a diarréia cronica. Portanto, o tecido
intestinal constitui um reservatdrio de HIV, sendo um importante alvo de estudo (DEMBRI et
al., 2001; CARCAMO et al., 2005).

Liliane Neves Pedreiro



24
Revisao Bibliografica

2.2 ZIDOVUDINA

A primeira linha de farmacos introduzidos no mercado para combater o HIV foram os
inibidores da transcriptase reversa, que impedem a replicacdo da fita de DNA a partir do
RNA, pela inibicdo competitiva do desoxinucleotideo trifosfato impedindo a extensdo da fita.
Para que a atividade antiviral contra a enzima transcriptase reversa seja efetiva, a zidovudina
necessita ser fosforilada pela enzima timidina cinase intracelular e transformada em difosfato
pela timidilato cinase, para finalmente se converter na forma trifosfatada. O metabdlito
trifosfato interrompe, competitivamente, a replicacdo viral. Atualmente, existem oito
farmacos no mercado capazes de inibir a enzima transcriptase reversa, sendo a zidovudina um
exemplo desta classe (MANENTI, 2008; SOUZA; ALMEIDA, 2003).

A zidovudina, azidotimidina ou AZT, foi sintetizada por HORWITZ e colaboradores
em 1964 e, em 1987, teve sua aprovacdo pela Food and Drug Administration (FDA) para ser
utilizada nos casos de infeccdo por HIV. O AZT, anélogo da timidina, € um nucleosideo
inibidor da transcriptase reversa. Sua atividade antirretroviral pode prolongar a vida dos
individuos infectados por HIV e reduzir em mais de 20% a transmissdo transplacentéria,
quando administrado a gestante (RANGE; DALE, 2005; SWEET, 2011). A Figura 2

apresenta sua formula estrutural.

Figura 2 - Formula estrutural do AZT
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A zidovudina é um p6 cristalino, de cor branca amarelada, solivel em agua e etanol. E
um farmaco acido com pKa 9,96, de formula molecular C;19H13NsO4 € peso molecular de
267,2 g/mol (USP 33, 2010). Ap6s administracdo oral, 0 AZT é rapidamente metabolizado e o
metabolismo pré-sistémico faz com que aproximadamente 40% da dose administrada seja
eliminada sem exercer atividade (NASCIMENTO et al., 2004).

Apos alcancar a circulagdo sistémica pela veia porta hepéatica, o0 AZT é transformado

no metabdlito 5'-0-glicuronideo, que possui a mesma meia vida de eliminacdo hepatica (3 a 4
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horas), mas é destituido de atividade anti HIV (CARVALHO, 2009 a). Cerca de um quinto do
total absorvido tem eliminacdo renal, tanto por filtracdo glomerular como por excrecao
tubular. A sua meia-vida é de aproximadamente uma hora para adultos com funcédo renal
normal (SANTOS et al., 2008).

Um estudo realizado por MIRCHANDANI; CHIEN (1995), empregando uma técnica
desenvolvida e denominada de circuito mesentérico fechado in situ, sugeriu que a maior taxa
de absor¢do da zidovudina no TGI ocorre no ileo. Em relacdo a ingestdo de alimentos em
concomitancia com os antirretrovirais, alguns autores verificaram que refeicdes com alto teor
de gordura reduzem a fracéo absorvida (MATTACKS et al., 2003).

2.3 VIA DE ADMINISTRACAO ORAL E ABSORCAO INTESTINAL

Embora seja viavel a administracdo de farmacos por diversas vias, a oral ainda é uma
das mais utilizadas e investigadas na literatura. InUmeras sdo as razdes que justificam sua
escolha, incluindo a facilidade e controle total da administracdo pelo paciente, juntamente
com uma ampla flexibilidade de dose. Entretanto, existem diferencas fisiologicas ao longo do
TGI que favorecem o delineamento de algumas formas farmacéuticas para serem direcionadas
a segmentos especificos (PINTO, 2010).

Dentre as diferencgas fisioldgicas encontra-se variacfes de pH, atividade enzimatica e
presenca de sais biliares que podem contribuir para a destruicdo ou complexacdo de varias
substancias ativas. Desta forma, muitos fa&rmacos tém tendéncia para serem absorvidos em
areas especificas do TGl devido as suas caracteristicas fisico-quimicas inerentes e
propriedades da regido (FREIRE et al., 2006).

Entretanto, carreadores de absorcdo intestinal presentes na membrana desempenham
uma funcdo importante tanto na absor¢do quanto na distribuigdo de vérias substancias. Além
disso, tem sido comprovado que o direcionamento de farmacos para regides em que estes
carreadores estdo presentes tende a influenciar sua biodisponibilidade e distribuicdo. O
mecanismo de permeacdo de farmacos através das membranas bioldgicas ocorre
principalmente por transporte celular ou difusdo passiva. Baseado neste conceito, a
distribuicéo de farmacos entre um solvente lipofilico e hidrofilico € tipicamente utilizado para
estimar a velocidade de transporte de farmacos através das membranas bioldgicas
(GANAPATHY etal., 2001; KATSURA; INUI, 2003).

Nucleosideos sdo moléculas relativamente hidrofilicas e a capacidade de serem

transportados atraves das membranas celulares é uma determinante critica do seu
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metabolismo. Além disso, estas moléculas, juntamente com seus andlogos, formam a base de
uma variedade de agentes clinicos utilizados no tratamento de cancer, distdrbios cardiacos,
assim como doengas parasitarias e virais. Da mesma forma, alguns destes farmacos séo
relativamente hidrofilicos e suas a¢fes farmacoldgicas sdo dependentes de transportadores de
nucleosideos transmembrana (RITZEL et al., 2002). Por serem hidrofilicos, os nucleosideos
sdo transportados muito lentamente por difusdo passiva através da membrana celular; os
transportadores nucleosideos sdo um complexo sistema de transporte, constituido de multiplas
proteinas carreadoras, presente nas células que auxiliam o transporte de farmacos como a
zidovudina (PANDIT, 2007).

As células transportadoras de nucleosideos (CNT) se associam a uma variedade de
moléculas de farmacos que sdo estruturalmente relacionados entre si, o que pode ser
relevantes ao desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e a liberacdo de farmacos. Os
nucleosideos transportadores, como hCNT1, hCNT2 e hCNT3, transportam uridina e certos
analogos da uridina, mas sdo, geralmente, seletivos para pimirimidina (hCNT1) e
nucleosideos de purina (hCNT2), com hCNT3 sendo ndo-seletivo entre os nucleosideos de
purina e pirimidina. Essas diferencas na especificidade do substrato se refletem também nas
caracteristicas de transporte de nucleosideos antivirais e farmacos nucleosideos contra o
cancer. Por exemplo, a célula transportadora de nucleosideo hCNT1 transporta AZT enquanto
a hCNT3 transporta nucleosideos contra o cancer, tais como 5-fluorouridina, cladribina e
fludarabina. Desta forma, as células transportadoras de nucleosideos podem apresentar uma
funcdo relevante na absorcdo de farmacos em segmentos do trato gastrointestinal
(STEFFANSEN et al., 2004).

2.4 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Por definicdo, Sistema de Liberacdo de Farmacos (SLF) ou Drug Delivery System
(DDS) é um dispositivo desenvolvido para controlar o tempo de liberacdo do farmaco no
organismo, manter sua concentracdo e/ou direcionar as particulas de farmaco a sitios
especificos, por meio da aplicacdo de principios biolégicos, fisicos e quimicos (VILLANOVA
et al., 2010). Dentre os sistemas de liberacdo de farmacos, neste trabalho se destacam as

dispersdes solidas e os sistemas mucoadesivos.
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2.4.1 Dispersao solida

A terminologia dispersdo sélida é descrita em varios trabalhos referindo-se a formas
farmacéuticas em que o farmaco é disperso em uma matriz biologicamente inerte (carreador),
geralmente com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade oral. Sua preparacéo se da pelo
método de fusdo, evaporacdo de solvente ou pela combinacdo de ambos (SETHIA,
SQUILLANTE, 2003; CHIOU et al., 1971).

Nas dispersdes solidas, geralmente o farmaco encontra-se em estado amorfo e ndo na
forma cristalina, o que influencia na dissolucao, biodisponibilidade, estabilidade e entre outras
propriedades do farmaco (BIKIARIS et al., 2005; CRAIG, 2002). O método de evaporacédo de
solvente consiste em dissolver o carreador e o farmaco em solvente adequado (organico ou
gas em condicBes supercriticas) e evaporar 0 solvente a temperatura fixa e pressao reduzida.
A remocdo do solvente resulta na supersaturacdo do meio seguida de precipitacdo dos seus
constituintes; o solvente aderido a particula co-precipitada é removido por secagem
(DHIRENDRA et al., 2009). O aumento na superficie de contato melhora o indice de
dissolucdo enquanto que em formulagGes convencionais, este indice é limitado devido ao fato
do tamanho das particulas serem maiores que 5um (SERAJUDDIN, 1999).

A classificacdo das dispersdes solidas é descrita, basicamente, em quatro categorias:
misturas eutéticas simples, em que dois ou mais componentes do sistema podem interagir
termodinamicamente em uma mistura fisica; solugdes solidas, em que o soluto e o solvente
sdo solidos e pode se formar um cristal misto caso o carreador seja cristalino; precipitacéo
amorfa de farmacos com carreador cristalino, em que ocorre a precipitacdo do farmaco na
forma amorfa no carreador cristalino; combinagdo entre os grupos, em que duas ou mais
categorias sdo utilizadas em conjunto (CRAIG, 2002; DHIRENDRA et al., 2009).

Dentre 0s métodos de caracterizacdo das dispersdes soOlidas estdo a deteccdo de
cristalinidade e a deteccdo da estrutura molecular. Para isto, podem ser empregadas técnicas
de espectrofotometria de absorcédo na regido do infravermelho (IR), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), termogravimetria (TGA) e microscopia eletronica de varredura (MEV)
(DHIRENDRA et al., 2009).

2.4.2 Sistemas mucoadesivos de liberacao

Muitas pesquisas tém explorado a mucoadesdo de formas farmacéuticas no trato

gastrointestinal como forma de aumentar o tempo de residéncia em uma determinada area,
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proporcionando aumento da absorcdo sistémica ou acdo local. A eficiéncia de um sistema
mucoadesivo estd ndo sO na sua capacidade de aderir & mucosa gastrointestinal durante um
longo periodo de tempo, mas também pela capacidade de liberar o farmaco nesta area
(CARVALHO et al., 2010). Além disso, outra vantagem destes sistemas seria permitir um
regime de administracdo Unica diaria, aumentando a adesdo do paciente a terapéutica e
reduzindo os efeitos adversos (LEE et al., 2000).

O processo de mucoadeséo, geralmente, ocorre em duas fases: na primeira, chamada
fase de contato, ocorre um intimo contato entre o polimero mucoadesivo e a camada de muco,
resultando no intumescimento do polimero pela transferéncia de agua da camada de muco; na
segunda, chamada de fase de consolidacdo, as cadeias do polimero adquirem maior
mobilidade para poderem interpenetrar nas cadeias glicoprotéicas do muco, a mucina. O
estabelecimento subsequente de ligacdes quimicas entre o polimero e 0 muco contribui para a
consolidacdo do fendmeno mucoadesivo (SMART, 2005; CARVALHO et al., 2010). A
Figura 3 ilustra as fases da mucoadeséo.

Figura 3 - Fases da mucoadesdo (adaptada de LYRA, et al., 2007)
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relacionados ao polimero (peso molecular, concentracdo, flexibilidade das cadeias
poliméricas, conformacdo espacial e grau de intumescimento), fatores do ambiente (pH do
sistema contendo o polimero, forca aplicada e tempo de contato com a mucosa) e fatores
fisiolégicos (tempo de turnover de mucina, espessura da camada de muco e condigdes do
TGI). Um fator relevante sobre as condicGes fisioldgicas € a extensdo da interacdo entre o
polimero e 0 muco, que depende também da viscosidade, espessura e taxa de renovacao do
muco. O tempo de residéncia de um polimero mucoadesivo no TGI podera ser limitado pela
taxa de renovacdo do muco, uma vez que a interagdo polimero-muco pode ser mais forte que a
interacdo entre as duas camadas de muco. Logo, um sistema mucoadesivo teria mais sucesso
na zona do TGI em que a taxa de renovacdo do muco é mais lenta. Além disso, as diferencas

nos aglcares componentes da estrutura do muco e suas quantidades na camada de muco
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podem variar 0 comportamento dos sistemas mucoadesivos ao longo do trato gastrintestinal
(RUBINSTEIN; TIROSH, 1994).

Em algumas circunstancias, pode ser benéfico prolongar o tempo de retencdo de
formas farmacéuticas no estdmago. No entanto, o insucesso de muitos trabalhos sobre
mucoadesdo gastrica pode ser resultado de répida taxa de renovagdo do muco no estbmago, a
elevada acidez e a motilidade gastrica (BATCHELOR, 2005).

No intestino delgado, assim como no estdmago, a velocidade de renovacdo de muco é
rapida e a motilidade é intensa, 0 que pode minimizar o desempenho das formas
farmacéuticas mucoadesivas nesta zona do TGI. Véarios métodos tém sido desenvolvidos para
0 estudo da mucoadesdo de formas farmacéuticas; porém, sdo poucos 0s métodos que
retratam com alguma fidelidade a camada de muco que reveste o TGI e a qual a adesédo é
testada. Muitos dos métodos de estudo da mucoadesdo ndo consideram a heterogeneidade da
anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal, como as diferencas de motilidade, atividade
enzimatica, pH e taxa de renovagdo de muco (BATCHELOR, 2005; DAVIS, 2005).

O cdlon representa um sitio promissor para retencdo de sistemas mucoadesivos devido
as diferencas anatomo-fisioldgicas desta zona do TGI em relacdo ao estdmago e intestino
delgado, uma vez que apresenta taxa de renovacdo do muco, sensibilidade a estimulos
mucosecretores e motilidade mais reduzidas. No entanto, garantir que a forma farmacéutica
alcance o colon de forma integra para ocorrer a mucoadesdao ainda é um desafio
(RUBINSTEIN; TIROSH, 1994; DAVIS, 2005).

Nos sistemas mucoadesivos, o tipo de polimero utilizado bem como seu peso
molecular e o grau de reticulagdo influenciardo na sua capacidade de ades&o. A estrutura
quimica do polimero também determina algumas propriedades importantes na mucoadesdo. A
presenca de grupos hidroxila, carboxila ou amina podem contribuir para o estabelecimento de
ligacbes de hidrogénio ou pontes dissulfeto no caso de presenca de grupos sulfidrilo.
Polimeros com grupos ionizaveis podem interagir de forma eletrostadtica com o muco
carregado negativamente, dependendo do pH do meio (VARUM et al., 2008).

Considerando que o principal problema da quimioterapia com AZT é sua baixa
biodisponibilidade, o desenvolvimento de um sistema de liberacdo com propriedades
mucoadesivas representa uma importante ferramenta tecnoldgica visando melhorar sua

biodisponibilidade, por aumentar o tempo de contato com a mucosa.
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2.5 POLIMEROS

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos depende também
da selecdo de um agente apropriado capaz de controlar a liberacdo do farmaco, sustentar a
concentracdo do farmaco durante longo periodo de tempo e/ou de liberar em um determinado
tecido ou 6rgdo alvo. Neste contexto, 0s polimeros sdao adjuvantes farmacotécnicos versateis e
promissores para exercer tais fungdes (YOSHIDA, 2009).

Os polimeros bioadesivos vém sendo explorados atualmente por serem materiais
capazes de se ligarem a substratos biolégicos de duas maneiras: aderindo a camada de muco
(mucoadesivos) ou a membrana celular. A bioadesdo é uma propriedade explorada como
estratégia para aumentar o tempo de permanéncia de um farmaco no organismo e,
consequentemente, a biodisponibilidade dos farmacos pode ser melhorada, enquanto a dose
pode ser reduzida. Outra vantagem é que a bioadesdo pode ser modulada para ocorrer em
sitios especificos, diminuindo a toxicidade e aumentando a efetividade terapéutica dos
farmacos (VILLANOVA et al., 2010).

2.5.1 Glicolato sédico de amido

O glicolato sédico de amido é um polimero derivado do amido, quimicamente descrito
como um sal de sédio do amido carboximetiléter. E um p6 de fluxo livre, de coloragdo branca,
sem odor e sem sabor, capaz de absorver mais de 300 vezes seu volume em &gua. Sua
solubilidade em etanol é de aproximadamente 95% e em &gua € praticamente insolUvel; em
concentracdo de 2% (p/V) em &gua fria, apresenta grande capacidade de hidratar-se. Sua
aplicacdo na industria farmacéutica se da principalmente como desintegrante de formas
farmacéuticas solidas (EDGE, 2002; ROWE, 2006). A Figura 4 apresenta sua foérmula

estrutural.

Figura 4 - Férmula estrutural do glicolato sddico de amido
HzOH HzOH H20CH;COONa
O, 0 O,
OH OH OH %/
o]
n
OH OH OH
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Nos ultimos anos, o glicolato sodico de amido vem sendo empregado em sistemas
mucoadesivos e também na obtencdo de dispersdes sélidas. ALY e colaboradores (2005)
obtiveram um aumento na percentagem de liberagdo de tenoxicam em dispersdes solidas de
glicolato sodico de amido, quando comparado a percentagem de liberagdo do farmaco livre.

Um aumento significativo na percentagem de liberacdo do praziquantel a partir de
dispersdes solidas com o glicolato sodico de amido foi relatado por LIMA (2006).

As propriedades mucoadesivas do glicolato sddico de amido foram investigadas por
FRANSEN e colaboradores (2007), confirmando a viabilidade em utilizar este polimero em
sistemas de liberac&o intranasal. Em 2009, os mesmo autores utilizaram o glicolato sodico de
amido em dispersdes sélidas com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade de

desmopressina em sistemas de liberagcdo para administracdo nasal e sublingual.

2.5.2 Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP) é um polimero muito utilizado como
revestimento entérico em formulages farmacéuticas devido a sua solubilidade pH dependente
que o torna insolivel em meio géastrico e soltvel na porcdo superior do intestino. Este
polimero se apresenta na forma de granulos ou flocos livres brancos, geralmente sem odor ou
levemente &cido, com sabor dificilmente detectavel. Sua solubilidade é observada em misturas
de acetona e alcool metilico ou etilico (1:1), em misturas de diclorometano e alcool metilico
(1:1) e solugdes com pH maiores que 5; ele é insolivel em &gua e &lcool hidratado (EDGE,
2002; ROWE et al., 2006).

Sua preparacao ocorre a partir do polimero hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) pela
esterificacdo com anidrido ftalico, resultando em uma estrutura em que as hidroxilas da
glicose sdo substituidas por grupamentos metoxila, hidroxipropil e grupos carboxibenzoilas.
O grau de substituicdo dos grupos alcoxi e carboxibenzoila determina as propriedades
poliméricas, principalmente o pH em que ocorre a solubilizacdo em meio aquoso (MEEHAN,
2006).

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, também conhecido como ftalato de
hipromelose, € amplamente utilizado em sistemas entéricos como material de revestimento de
comprimidos e granulos. Pode ser utilizado sozinho ou em combina¢&o com outros polimeros
em formulacGes farmacéuticas de liberacdo controlada, sendo esta dependente do pH
(MEEHAN, 2006; ROWE et al., 2006). A estrutura quimica deste polimero estd demonstrada

na Figura 5.
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Figura 5 - Férmula estrutural do ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

Além de conferir propriedades de gastroresisténcia as formulacdes farmacéuticas, o

HPMCP é um polimero que possui propriedades bioadesivas, o que desperta o interesse de

aplicacdo em sistemas de liberagdo mucoadesivo. Os grupamentos hidroxila presentes na

estrutura interagem com a mucosa por ligacdes secundarias ndo covalentes, formando pontes

de hidrogénio com a estrutura do muco, proporcionando a adesdo. Por ser um polimero

derivado de celulose, o0 HPMCP também pode se fixar a mucosa por intumescimento
polimérico (CARVALHO et al. 2010; ANDREWS et al., 2009).
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3 OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi 0 desenvolvimento de dispersfes solidas mucoadesivas com
GSA e HPMCP para liberacdo de zidovudina, com a finalidade de aumentar o contato do
farmaco com a membrana intestinal e o tempo de permanéncia no TGI para melhorar sua

biodisponibilidade.

Liliane Neves Pedreiro



34

Material e Métodos

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

MATERIAS — PRIMAS:

Acido cloridrico, teor: 37% (Quimis®);

Agua destilada;

Etanol 99,3% (Quimis®);

Fosfato de potassio monobasico (Henrifarma®);

Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (Sigma®)

Glicolato sédico de amido (Henrifarma®);

Hidréxido de sédio (Grupo Quimica®);

Mucina tipo Il (Sigma Aldrich®);

Zidovudina (doada pela Fundacéo para o Remédio Popular, FURP).

EQUIPAMENTOS:

Agitador magnético (Fanem® 258);

Analisador de textura TA.XT plus® (Stable Micro Systems, UK);

Analisador de umidade por infra-vermelho (Gehaka® IV 2000);

Balanca semi-analitica (Ohaus®)

Bomba de Vacuo (Tecnal® TE-058);

Calorimetro exploratorio diferencial (Mettler®, DSC 1 Star System);
Dissolutor (Hanson Research; modelo New Hanson SR-8 Plus);

Difratdmetro de raios X (Siemens® D5000);

Espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier (Shimadzu®
8300);

Espectrofotdmetro de UV-VIS, com HP UV-Visible ChemStation Software
(Hewlett Packard® 8453);

Estufa de secagem e esterilizacdo (Fanem® 3515 SE);

Evaporador rotativo (Tecnal® TE-210);

Homogeneizador de tubos (Phoenix® AP22);

HPLC Varian, com detector espectrofotométrico ProStar® 330 UV-VIS PDA e
Rheodine VS 125, auto-amostrador Varian ProSar®modelo 410
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e Magquina de comprimir, modelo excéntrico (Fabbe );

e Microscépio eletronico de varredura (Jeol® JSM-7500F);

e Microscépio-estereoscépio (Leica TM®, acoplado a um programa analisador de
imagem Motic Images Advances 3.2);

e Peagometro (Gehaka® PG 1800);

e Prensa hidraulica (Shimadzu® SSP-10A);

e Sistema de purificacdo de agua Millipore (Milli-Q Plus®);

ANIMAIS
e Ratos albinos, linhagem Wistar (Rattus Novergicus), machos adultos, 250-
270g, idade aproximada de 7 semanas, provenientes do Laboratério Anilab de
Paulinia — SP. Protocolo comité de ética n® 003/2011 da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/UNESP.

4.2 METODOLOGIAS

4.2.1 Validacao de metodologia analitica para quantificacdo de AZT por
espectroscopia UV

Os parametros de validagdo estudados neste trabalho foram especificidade /
seletividade, linearidade, exatidao / recuperacgéo, preciséo, limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) (BRASIL, 2003; ICH, 1996).

4.2.1.1 Determinacéao do espectro de absorcao no UV

Para determinar o pico de absor¢do maximo da zidovudina foi realizada uma varredura
em espectrofotometro UV-VIS, entre 200 e 400 nm, a partir de solugdo aquosa com

concentracdo de farmaco de 1 mg/ml.

4.2.1.2 Especificidade / Seletividade

Para determinar este parametro foram comparados 0s espectros de absorcdo de
amostra com 20 pg/ml de zidovudina e amostra com 200 pg/ml de cada polimero (GSA e
HPMCP) em &gua, meio gastrico simulado (pH 1,2) e meio intestinal simulado (pH7,4)
(BRASIL, 2003).
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4.2.1.3 Linearidade

A linearidade do método foi determinada utilizando a média de trés curvas analiticas
do farmaco, com intervalo de concentracdes variando de 5 a 40 pg/mL, em agua. Foram
preparadas solucbOes estoque de concentragdo 1mg/mL e a partir desta, preparadas as
concentragOes do intervalo. A curva analitica obtida foi uma relacdo entre as concentracdes da
zidovudina e a resposta em valores de absorbancia por espectroscopia no UV (BRASIL,
2003).

4.2.1.4 Exatidao/ Recuperacao

Foram testadas as diluicGes correspondentes as concentragdes baixa, média e alta (5,
15 e 30 pg/mL) da curva andlitica. A porcentagem de recuperacdo corresponde a exatidéo da
metodologia (BRASIL, 2003).

O célculo foi obtido através da porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida

de farmaco na amostra, acrescida dos intervalos de confianca, utilizando a seguinte equacao:

c Eqg. 1
R = — x 100
’ C

em que: % R= porcentagem de recuperacdo, C = média das concentragdes determinadas

experimentalmente, Co = concentracdo tedrica inicial.

4215 Precisdo

Para as diluicGes analisadas, correspondentes as concentracdes baixa, média e alta (5,
15 e 30 pg/mL) da curva analitica, garantirem que o método em questdo é preciso, 0
coeficiente de variacdo (CV%) deve ser inferior a 5% (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

4.2.1.6 Limite de deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo sdo expressos como:

DPa Eq. 2 DPa Eq. 3
LD=3x —— L =10 x —
Ic Ic
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em que: s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrédo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da equacdo e S é

ainclinacdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica (BRASIL, 2003).

4.2.2 Desenvolvimento da disperséo solida
4.2.2.1 Dispersoes solidas e misturas fisicas com glicolato de amido sédico

As dispersdes sélidas em diferentes proporcdes de AZT: glicolato de amido sédico
(1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:15) foram preparadas atraveés do método de evaporacdo do
solvente, conforme metodologia proposta por BISWAL (2009), com pequenas modificagoes.

O polimero foi solubilizado a 4% (p/V) em etanol absoluto e o farmaco adicionado a
esta solugé@o, permanecendo em agitacao por 45 minutos. O solvente foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida a 70°C em evaporador rotativo e o solvente residual eliminado em estufa de
ar circulante por 2 horas a 45°C. Finalmente, as amostras foram pulverizadas, calibradas em
tamis com abertura de malha 40 mesh (425um) e armazenadas em dessecador. As amostras
foram designadas pela abreviatura DS G.

As misturas fisicas foram preparadas em gral de porcelana nas mesmas proporcoes das

dispersdes solidas, mantidas em dessecador e designadas pela abreviatura MF G.

4.2.2.2 Dispersdes solidas e misturas fisicas com glicolato de amido sodico e
ftalato de hidroxiproprilmetilcelulose

As dispersdes solidas contendo zidovudina, glicolato de amido sddico e ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose foram preparadas em duas propor¢ées (1:10:10 e 1:15:15),
segundo procedimento proposto no item 4.2.2.1, com pequenas modificagdes.

O farmaco foi dissolvido em uma solucdo alcodlica de GSA a 2% (p/V) de polimero.
A solucdo obtida foi adicionada de uma solucédo de HPMCP a 2% (p/V) em NaOH 0,05 mol/L
e 0 conjunto mantido sob agitacdo magnética por 45 minutos. O solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida a 40°C em evaporador rotativo, sendo o residual eliminado em estufa de ar
circulante por 2 horas a 45°C. As amostras foram pulverizadas, calibradas em tamis com
abertura de malha 40 mesh (425um) e armazenadas em dessecador. As amostras foram

designadas pela abreviatura DS GH.
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As misturas fisicas foram preparadas em gral de porcelana, nas mesmas proporcdes
das dispersdes solidas, também mantidas em dessecador e designadas pela abreviatura MF
GH.

4.2.3 Estudo de solubilidade
4.2.3.1 Solubilidade do farmaco

A solubilidade da zidovudina foi determinada em diferentes meios - agua, meio
gastrico e intestinal simulados (pH 1,2 e 7,4, respectivamente). Quantidades do farmaco
foram saturadas nos diferentes meios, em triplicata, e mantidas sob agitacdo mecanica por 24
horas, em velocidade constante. Apds este periodo, a solugédo foi centrifugada a 3400 rpm por
10 min e o sobrenadante filtrado em membrana de 0,45 um. Em seguida, as solugfes foram
diluidas e analisadas em espectrofotdmetro. A solubilidade foi determinada ap6s validacéo da
metodologia analitica, pela leitura das absorbancias na regidao do UV, no comprimento de
onda de maxima absorc¢do da zidovudina, A= 267 nm (PRAKASH et al., 2008).

4.2.3.2 Influéncia das dispersoes sdlidas e misturas fisicas na solubilidade da
zidovudina

Para as misturas fisicas e dispersGes sdlidas, o meio utilizado para determinar a
solubilidade foi agua. A solubilidade foi determinada partindo-se de suspensdes das
dispersdes solidas e das misturas fisicas com concentracdo do farmaco de 1 mg/ml. A
concentracdo de farmaco utilizada foi padronizada em decorréncia da grande quantidade de

polimero que estaria em solugéo, se esta fosse supersaturada de farmaco.

4.2.4 Caracterizacdo das amostras
4.2.4.1 Analise de granulometria

A analise granulométrica foi realizada em estereoscépio Leica MZ APO™. As
amostras foram dispostas sobre laminas e as imagens captadas com aumento de 40x utilizando
0 programa Motic Images Advance 2.0. O diametro de Feret a 0° de 250 particulas foi
determinado a partir da captura das imagens em computador utilizando o programa analisador
de imagem Motic Images Advance 3.2. A média e o desvio padrdo dos resultados obtidos

foram calculados.
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Para a analise da morfologia de superficie, as imagens foram captadas com aumento
de 80x. Foram analisadas 250 particulas das dispersdes solidas, do farmaco livre e dos

polimeros carreadores.

4.2.4.2 Espectroscopia de absorgéo na regiéo do infravermelho

As possiveis interacfes entre 0 polimero e o farmaco presente nas amostras foram
avaliadas por espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho. O ensaio foi realizado
em um espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu® 8300, abrangendo uma regi&o de 4000
a 400 cm™. A obtencao das pastilhas das amostras foi realizada em uma prensa hidréaulica sob
forca de 8 toneladas por 3 minutos, pela mistura com KBr. Neste ensaio foram avaliadas as
dispersdes solidas e as misturas fisicas preparadas com GSA nas proporcfes 1:10 e 1:15, as
preparadas com GSA/HPMCP nas propor¢des 1:10:10 e 1:15:15, os polimeros livres e o

farmaco.

4.2.4.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

O ensaio de DSC foi executado em um calorimetro exploratorio diferencial (DSC 1
Star System, Mettler®) acoplado a um modulo de resfriamento por fluxo de N,, atmosfera de
N, de 50 ml/min e calibrado com padrdes de indio e zinco, conforme recomendacdes do
fabricante do equipamento.

Cerca de 5 mg das amostras (DS e MF preparadas com GSA nas proporgdes 1:10 e
1:15, as preparadas com GSA/HPMCP nas proporg¢des 1:10:10 e 1:15:15, os polimeros livres
e o farmaco) foram dispostas em um cadinho de aluminio sem tampa para a realizacdo do
ensaio e um cadinho vazio foi utilizado como referéncia. A razdo de aquecimento foi de
10°C/min, de 25 a 200°C.

4.2.4.4 Difratometria de raios - X

A difratometria por analise da difracdo de raios - X foi realizada em temperatura
ambiente (25°C) em um difratbmetro de raios X Siemens® D5000, sob radiacdo
monocromatica Cu-Ko. (A = 1.5406 A), com uma voltagem de 40 kV e corrente elétrica de
30mA.

Para este ensaio, foram analisadas as dispersfes solidas e as misturas fisicas

preparadas com GSA nas proporgdes 1:10 e 1:15, as preparadas com GSA/HPMCP nas
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proporcdes 1:10:10 e 1:15:15, os polimeros livres e o farmaco. As amostras foram analisadas
com varredura de raios X de angulo aberto 26 entre 4° e 60° e velocidade do goniémetro de
0,05/min.

4.2.45 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia de superficie das dispersdes solidas e misturas fisicas preparadas com
GSA e GSA/HPMCP nas proporgdes 1:15 e 1:15:15, respectivamente, foram examinadas por
um sistema de microscopia eletronica de varredura Jeol® JSM-7500F. As amostras foram
distribuidas sobre uma fita de carbono e revestidas com o mesmo material, com o objetivo de

aumentar a condutividade do feixe de elétrons.

4.25 Avaliacdo “in vitro” da propriedade mucoadesiva

As propriedades mucoadesivas das amostras foram determinadas em analisador de
textura TA.XT plus (Stable Micro Systems, UK) com carga de 50 N e equipado com um
suporte mucoadesivo (disco de mucina), previamente hidratado com tampédo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,4), simulando o meio entérico, durante 60 segundos.

Amostras foram avaliadas em dois diferentes estagios, intumescidas (DS G 1:1 —1:15)
eem pd (DS G 1:1 —1:15, DS GH 1:10:10 e DS GH 1:15:15). Além disso, também foram
avaliadas as propriedades mucoadesivas do GSA, HPMCP e AZT em p6 e do GSA

intumescido.

4.2.5.1 Propriedade mucoadesivas das amostras intumescidas

Para o preparo das amostras, foram pesados 100 mg das dispersdes solidas e dispersas
em 10 ml de &gua para o pré-intumescimento do polimero. Apds 15 minutos, o sobrenadante
foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur para permitir o contato entre a sonda e a
amostra. O ensaio foi realizado, no minimo, em seis replicatas.

O ensaio foi realizado de acordo com uma metodologia discutida por THIRAWONG e
colaboradores (2007), com pequenas modificacdes, no modo “adhesive test” com velocidade
pré teste de 0,5 mm/s. A sonda com o disco de mucina pré-hidratada foi ajustada e movida
para baixo até o contato com a amostra. O tempo de contato foi de 60 segundos e a velocidade

de subida foi de 0,5 mm/s. A forgca méxima necessaria para separar o disco de mucina
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presente na sonda da amostra foi detectada pelo software Texture Exponent Lite e a forca total

envolvida (Waq) foi calculada a partir da &rea do gréafico de forga versus deslocamento.

4.2.5.2 Propriedade mucoadesiva das amostras em pé

As amostras em p6 foram fixadas, com o auxilio da fita dupla face, na sonda cilindrica
de 10 mm de diametro. Os discos de mucina foram hidratados com tampéao fosfato de potassio
50 mM (pH 7,4), simulando o meio entérico, durante 60 segundos. Durante todo o ensaio, foi
mantida constante uma temperatura de 37° C.

A metodologia aplicada neste ensaio foi adaptada de FRANSEN e colaboradores
(2008) e realizada no modo “compression” com uma velocidade teste de 0,5 mm/s, sob uma
forca de gatilho de 2 mN. A sonda com a amostra foi movida para baixo a uma velocidade de
2,0 mm/s até o contato com o disco de mucina e mantida por 600 segundos. Apo6s o tempo de
contato a velocidade de volta foi de 2,0 mm/s. A forca maxima necessaria para separar a
sonda com a amostra do disco de mucina foi detectada através do software Texture Exponent
Lite e a forca total envolvida (W,g) foi calculada a partir da area do gréfico de forca versus
distancia.

4.2.6 Determinacéo do perfil de intumescimento

O perfil de intumescimento, em funcdo do tempo, foi avaliado em dispositivo de
Enslin adaptado (CURY, 2005).

Figura 6 — Dispositivo de Enslin para determinagdo do intumescimento

Amostra

Fi;eia
graduada
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Para a realizacdo do ensaio foram avaliados 0,05 g das amostras dispersdes solidas e
misturas fisicas preparadas com GSA nas propor¢Bes 1:10 e 1:15, as preparadas com
GSA/HPMCP nas proporgdes 1:10:10 e 1:15:15, os polimeros livres e o farmaco.

O ensaio foi realizado em triplicata em HCI 0,1 N e tampéo fosfato de potassio 50 mM
pH 7,4, em diferentes intervalos durante 120 minutos. Os resultados foram expressos em
porcentagem (%) de meio absorvido em relacdo a massa inicial da amostra de acordo com a

equacéo 4.

V
bl = —
m Eq.4

Em que: % | é a porcentagem de intumescimento, V (mL) é o volume de meio absorvido e m
(9) é a massa inicial da amostra.

4.2.7 Dissolucdo “in vitro”

O perfil de dissolucdo do farmaco in vitro a partir das DS G e do farmaco livre foi
determinado em &gua (150 ml) a 37°C, com aparato 2 (pas), sob velocidade de agitacao de 50
rpm. Para a realizacdo do teste, as amostras foram armazenadas em capsulas e foram
realizadas coletas em intervalos pré-determinados e com reposicdo imediata do meio, a fim de
manter as condi¢Bes sink. A quantificagdo do farmaco liberado foi realizada por
espectrofotometria na regido UV (267 nm), em duplicata (adaptado de RAHMAN et al.,
2010).

O perfil de liberacdo do farmaco in vitro a partir das DS GH foi obtido em diferentes
meios: meio gastrico simulado (pH 1,2) durante 2 horas e em meio intestinal simulado (pH
7,4) durante 4 horas. As condi¢Ges gerais do ensaio seguiram o descrito para as DS G e para o

farmaco livre.

4.2.8 Avaliacdo ex vivo da absorcéo intestinal da zidovudina pelo método do saco
intestinal invertido

Na avaliacdo da absorgdo intestinal do farmaco foi utilizado o modelo do saco
intestinal invertido (QUEVEDO et al., 2011). Ratos machos adultos (250-270 g), mantidos
em jejum por 12hs, foram anestesiados com tiopental sodico e o intestino delgado

imediatamente dissecado, lavado com solugdo TC 199 a 10°C e colocado em meio de cultura
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para tecido (TC 199) na mesma temperatura e oxigenado (02:CO, — 95:5). O intestino foi
invertido com auxilio de uma haste flexivel (~ 2,5 mm de didmetro) sendo sua extremidade
protegida com um fino tecido de seda; uma das extremidades foi fechada, utilizando fio de
sutura e o segmento intestinal preenchido com TC 199. A outra extremidade do segmento
intestinal foi fechada com auxilio de fios de sutura, de forma que o comprimento final do
segmento intestinal fosse de 6 cm. Ao meio de incubacdo foram adicionadas, separadamente,
as diferentes formulagOes (zidovudina, DS GH 1:15:15 e MF GH 1:15:15), sendo que para
cada formulacdo foram utilizados 6 animais. A incubacéo foi realizada a 37°C, sob agitacédo
suave do sistema previamente oxigenado. Ap6s o periodo de 90 minutos de incubacdo, as
amostras presentes no interior do saco intestinal foram filtradas e a quantidade de farmaco
permeada através da membrana determinada por CLAE (adaptado de QUEVEDO et al.,
2011).

Para quantificagdo em CLAE foi utilizada a metodologia validada por CARVALHO et
al.(2009 b). A quantificacdo foi realizada em um sistema HPLC Varian, com detector
espectrofotométrico ProStar® 330 UV-VIS PDA e Rheodine VS 125, auto-amostrador Varian
ProSar®modelo 410 e injecdo automatica de 20 ul. A coluna utilizada foi C 18 d 250 mm X
4,6 mm com tamanho de particula de 5 um e a fase mével foi uma mistura de acetonitrila:

agua (15:85), com fluxo de 1 ml/min.

5 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados segundo analise de variancia ANOVA, com

comparacdo de médias de acordo com o teste de Tukey.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO
DE AZT POR ESPECTROSCOPIA UV

O propésito de uma validacdo de metodologia analitica é garantir, atraves de estudos
experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a

confiabilidade dos resultados.

6.1.1 Determinacgao do espectro de absor¢éo no UV

A Figura 7 demonstra o pico de absor¢cdo maximo da zidovudina em 267 nm,
conforme indicado pela USP 33 (2010).

Figura 7 - Espectro de absorcdo da zidovudina no comprimento de onda de 267 nm em 4gua
destilada
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6.1.2 Especificidade / Seletividade

E a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca
de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra complexa. A
seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outra substancia ativa,

excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros compostos de
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propriedades similares que possam estar, porventura, presentes. A seletividade garante que o
pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse (SOBRINHO et al., 2008).

A Figura 7 (item 5.1.1) e a Figura 8 exibem o espectro de absorcéo na regido UV da
amostra de farmaco (20 pg/mL) e da amostra com concentracdo de 200 pg/mL de cada
polimero (GSA e HPMCP), na faixa compreendida entre 198 - 300 nm, sendo evidenciado o
pico de absor¢do maxima do farmaco em 267 nm. Como os polimeros ndo apresentam grupos
que absorvem no UV, néo foi evidenciado nenhum pico de absor¢édo nesta formulagéo (Figura
8), confirmando a especificidade do método para a quantificacdo do farmaco sem quaisquer

interferéncias dos polimeros. O mesmo foi observado para os outros meios analisados.

Figura 8 - Espectro de absorcéo na regido do ultravioleta da amostra contendo GSA e HPMPC
no comprimento de onda de 267 nm em agua destilada
05
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6.1.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (SOBRINHO et al., 2008).

O método espectrofotométrico apresentou linearidade no comprimento de onda de 267
nm para as concentragdes de farmaco estudadas no intervalo de 5,0 a 40,0 ug/mL. A equacgéo
da regressdo linear obtida a partir da média de trés curvas analiticas em agua (meio 1) foi y =
0,0358x —0,0163, em que y é a absorbancia (nm) e x a concentracdo (ug/mL) de zidovudina.
O coeficiente de determinagdo obtido foi r* = 0,9998, comprovando a adequagdo do método

ao intervalo avaliado (Figura 9) (Brasil, 2003). Para quantificar o farmaco em meio gastrico
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simulado (meio 2), a equacdo da reta obtida foi y = 0,0369x - 0,0014 (r* = 0,9998) e meio
intestinal simulado (meio 3) foi y = 0,0355x - 0,0097 (r* = 0,9995).

Figura 9 - Curva analitica da zidovudina em agua

6.1.4 Exatidao/ Recuperacéo

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. A exatiddo é sempre
considerada dentro de certos limites, em geral de 80 a 120%, a um dado nivel de confianga
(BRASIL, 2003).

Os valores de recuperacdo correspondentes as concentracdes de 5, 15 e 30 ug/ml
foram, respectivamente, 103,8%, 98,56% e 97,98%, apresentados na Tabela 1 A ANVISA
regulamenta que os resultados para recuperacdo nao devem ser inferiores a 95% (BRASIL,
2003), de modo que o método de quantificacdo por espectrofotometria proposto encontra-se

em conformidade com a legislacdo vigente e indica confiabilidade nos resultados.
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Tabela 1- Percentual de recuperacao da zidovudina em agua

Concentracéao Absorbancia média Desvio Concentracao
tedrica (ug/ml) (nm) Padrao determinada (ng/ml)

5 0,1682 0,0028 5,15

10 0,3436 0,0009 10,05

15 0,5130 0,0044 14,78

20 0,6961 0,0015 19,9

25 0,8532 0,0045 24,29

30 1,0360 0,0054 29,39

35 1,2375 0,0061 35,02

40 1,3648 0,0020 38,58

6.1.5 Precisado

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou padrfes, em condi¢Oes definidas. A precisdo em
validagdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes: repetitividade; precisao
intermedidria; reprodutibilidade (BRASIL, 2003).

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicgdes sucessivas
de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medi¢do, chamadas condicbes
de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as
mesmas condicBes; mesmo local; repeticdes em um curto intervalo de tempo. A precisdo
intermediaria indica o efeito das variacGes dentro do laboratério devido a eventos como
diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinagao destes
fatores. Ja a reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das medicdes de
uma mesma amostra, efetuadas em condi¢bes variadas (mudanca de operador, local,
equipamentos, etc.). Neste trabalho, foram avaliados os dois primeiros niveis da precisao
(ICH, 1996; BRASIL, 2003).

Os resultados de repetibilidade (intra-corrida) e precisao intermediaria (inter-corridas)
sdo apresentados nas Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente. Os valores obtidos para
repetibilidade e precisdo intermedidria encontram-se abaixo de 1,2% e 0,95%,
respectivamente, o que demonstra conformidade com o que preconiza a legislagéo vigente,

devendo apresentar valor maximo de 5% (BRASIL, 2003).
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Tabela 2— Coeficiente de variacdo das amostras no teste de preciséo intra-corrida

Concentracdo  Absorbancia Desvio Concentracao cV (%)
(ng/ml) media (nm) Padrao determinada (ng/ml) °
5 0,1686 0,0017 5,17 1,1122
15 0,5285 0,0014 15,22 0,2619
30 1,0642 0,0043 30,18 0,4041
Tabela 3— Coeficiente de variacdo das amostras no teste de precisdo inter-corrida
Concentracdo  Absorbancia Desvio Concentracéao CV (%)
(ng/ml) média (nm) Padréo determinada (ng/ml) ?
5 0,1778 0,0016 5,42 0,9357
15 0,5414 0,0024 15,58 0,4418
30 1,0584 0,0044 30,02 0,4107

6.1.6 Limite de deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragcdo da substancia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo
da substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental (BRASIL, 2003).

Os valores dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) estimados pelas
equacOes foram 1,428 e 4,762 pg/mL, respectivamente. Com esses resultados, verifica-se que
0 método possui alta sensibilidade para detectar e quantificar o farmaco, sem sofrer alteracao

de fatores intrinsecos do equipamento.

6.2 OBTENCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

Nos ultimos anos, vérias estratégias tecnologicas vém sendo desenvolvidas com o
intuito de aprimorar a biodisponibilidade de farmacos e, dentre elas as dispersdes sélidas
ocupam posicdo de destaque. Este sistema de liberacdo, quando apresenta propriedade

mucoadesiva, é capaz de promover um intimo contato entre o muco e a forma farmacéutica,
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levando a um aumento do tempo de permanéncia do farmaco em uma regido especifica e o
gradiente de concentracdo do farmaco na superficie da mucosa.

A escolha dos polimeros deste trabalho foi embasada nas propriedades fisico-quimicas
de cada um, importantes para a formacao da dispersdo sélida, e na capacidade mucoadesiva,
fundamentais para a formacéo do sistema de liberacdo proposto.

O glicolato sodico de amido foi escolhido como polimero carreador por ser inerte e
amplamente utilizado em dispersdes sélidas. Sua alta higroscopicidade associada a capacidade
mucoadesiva, seriam eficientes em formar um sistema de liberacdo da zidovudina,
aumentando o tempo de residéncia da formulacdo em um sitio especifico e contribuindo para
melhorar a biodisponibilidade do farmaco.

Para garantir que o sistema de liberacdo mucoadesivo proposto atingisse a regido de
interesse, o intestino delgado, com concentracdo de farmaco suficiente para ser efetivo, foi
incorporado ao sistema o polimero ftalato de hidroxipropilmetilcelulose. A inclusdo deste
polimero proporciona ao sistema de liberacdo propriedades de gastroresisténcia, além de
contribuir com o aumento da mucoadesdo por possuir propriedades mucoadesivas. Desta
forma, o sistema de liberagdo do AZT seria capaz de aderir a mucosa intestinal sem liberar

prematuramente o farmaco no meio gastrico.

6.3 ESTUDO DE SOLUBILIDADE
6.3.1 Solubilidade do farmaco em diferentes meios

A solubilidade aquosa de uma substancia quimica é definida como a quantidade de
soluto dissolvido em uma solucdo aquosa saturada em condi¢bes de equilibrio. Esta
caracteristica € um parametro essencial quando se trata do delineamento de formulacGes
farmacéuticas. No entanto, a solubilidade de alguns farmacos varia consideravelmente com o
pH do meio, e como o TGI apresenta valores diferentes de pH em toda sua extensdo, é
essencial avaliar a solubilidade de um farmaco nos meios em que ele estara exposto
(PRAKASH et al., 2008).

A solubilidade da zidovudina foi avaliada em trés diferentes meios: agua destilada
(meio 1), meio gastrico simulado (meio 2), e meio intestinal simulado (meio 3), a temperatura

ambiente. Os valores de solubilidade da zidovudina estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4— Solubilidade da zidovudina nos diferentes meios.

AZT solubilizado

Meio (mg/ml) DP

Agua 23,47 0,003
Meio gastrico simulado (pH 1,2) 20,84 0,004
Meio intestinal simulado (pH 7,4) 19,94 0,004

Os resultados obtidos demonstram que a solubilidade da zidovudina é praticamente

independente do pH do meio.

6.3.2 Influéncia das dispersdes solidas e misturas fisicas na solubilidade da
zidovudina

O estudo de solubilidade das dispersbes solidas e das misturas fisicas foi realizado
para avaliar a possivel influéncia destes sistemas na solubilidade do farmaco. A solubilidade
do farmaco presente nas dispersdes sélidas e nas misturas fisicas foi avaliada em agua. As
Tabela 5 e Tabela 6 mostram os valores de solubilidade do fa&rmaco em agua (dispersdes
solidas e misturas fisicas, respectivamente), a partir de dispersdes com concentracao

padronizada de 1mg/ml.

Tabela 5— Solubilidade do farmaco em agua, a partir de dispersdes solidas

Amostra AbsE)nriJ;ncia FD Co?;zr;tmr%géo Solubilidade (%)
DSG11 0,2714 125 1,13 100,5
DSG1:2 0,2555 125 1,03 94,9
DS G 13 0,2718 125 1,05 100,6
DSG 14 0,2529 125 1,02 94,0
DSG 15 0,2882 125 1,04 100,8
DS G 1:10 0,2602 125 1,05 96,5
DS G 1:15 0,1960 125 1,01 74,1
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Tabela 6— Solubilidade do farmaco em agua, a partir das misturas fisicas

Amostra Absg:i);nma FD Co?r;zr;tmril)géo Solubilidade (%0)
MF G 1:1 0,3361 125 1,09 100,6
MF G 1:2 0,2628 125 1,01 97,4
MF G 1:3 0,2856 125 1,02 100,2
MF G 1:4 0,3143 125 1,11 100,4
MF G 1:5 0,3130 125 1,01 100,4
MF G 1:10 0,2602 125 1,07 100,1
MF G 1:15 0,2421 125 1,00 90,2

Diante dos resultados apresentados, observou-se que as dispersGes sélidas e as
misturas fisicas ndo tem influéncia na solubilidade do farmaco, ja que os valores obtidos estdo
proximos a concentracdo inicial das amostras. No entanto, foi constatado que a amostra DS G
1:15 apresentou solubilidade da zidovudina um pouco abaixo do que apresentou as demais
amostras (74,1 %). Isto se deve, provavelmente, a grande quantidade de polimero na amostra,
que devido a sua capacidade de absorver agua, 0 polimero intumesceu e acabou aprisionando

o farmaco em sua matriz, ndo o disponibilizando totalmente para a solubilizacéo.

6.4 ANALISE DE GRANULOMETRIA

O tamanho das particulas é uma caracteristica importante das dispersdes sélidas, que
influencia diretamente na biodisponibilidade dos farmacos. As dispersfes sélidas tendem a
formar um material com tamanho de particula reduzido, quando comparado aos seus
precursores (farmaco e polimero). Desta maneira, ocorre um aumento da area de contato entre
o farmaco e o meio eluente, tornando este farmaco mais disponivel para permeacdo
(LEUNER, 2000).

Neste estudo, o tamanho de particulas foi avaliado com base na teoria do diametro de
Feret a 0° (Df), que € determinado a partir da distancia media estabelecida entre duas linhas

paralelas tangenciais ao perimetro projetado da particula (Figura 10) (PUND et al., 2011).
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Figura 10 — Diametro de Feret a 0°

O diametro médio das particulas de dispersdes solidas, farmaco e polimero livres sdo

demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Diametro médio das particulas.

Amostras Diametro médio das particulas (um)
DSG11 8,09
DSG1:2 19,95
DS G 1:3 28,40
DS G 14 28,50
DSG1:5 27,65
DS G 1:10 28,40
DS G 1:15 25,24
DS GH 1:10:10 21,35
DS GH 1:15:15 9,71
AZT 29,98
GSA 72,28
HPMCP 116,00

De acordo com a Tabela 7, o diametro médio das particulas do ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (116,0 um) é 1,6 vezes maior que do glicolato sédico de amido
(72,28 um) e 3,9 vezes maior que o da zidovudina (29,98 um). Ao observar as DS G, notou-

Liliane Neves Pedreiro



53
Resultados e Discussoes

se uma variacao de 8,09 a 28,5 um, enquanto as particulas das DS GH, esta variacdo foi de
9,71 a 21,35 um. Os valores obtidos confirmam as reduzidas dimens@es das particulas das
dispersdes solidas, tanto as amostras preparadas com glicolato sédico de amido quanto as
amostras preparadas com glicolato sédico de amido e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose,
quando comparadas ao farmaco e polimero isolados.

A Figura 11 representa os perfis de distribuicdo granulométrica das dispersdes sdlidas,
para uma populagdo de 250 particulas. Os resultados sdo apresentados em fungdo da
frequéncia percentual relativa e frequéncia percentual acumulada das classes de tamanhos

obtidas pela determinacéo do diametro de Feret Q°.
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Figura 11 — Distribuigdo granulométrica das amostras DS G. (a) 1:1; (b) 1:2; (c) 1:3; (d) 1:4; (e) 1:5;
(f) 1:10; (g) 1:15
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O perfil de distribuicdo do tamanho de particulas das dispersbes solidas preparadas
com GSA variou, principalmente, entre 2,2 e 117,8 um, sendo que nas DS G 1:1,DS G 1:2 e
DS G 1:3 a distribuicdo foi mais estreita, com predominancia de particulas entre 2,2 e 25,3
um.

Os perfis de distribuicdo granulométrica das dispersdes sélidas preparadas com
glicolato sodico de amido e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose estdo representados na
Figura 12, sendo os resultados apresentados também em funcdo da frequéncia percentual
relativa e frequéncia percentual acumulada das classes de tamanhos. Mais de 60% das
particulas das amostras DS GH apresentaram perfis de distribuicdo de tamanho variando entre

2,2¢€ 253 um.
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Figura 12 - Distribuicao granulométrica das DS GH. (a) DS GH 1:10:10; (b) DS GH 1:15:15.
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As caracteristicas morfologicas das particulas das DS G estdo demonstradas na Figura

13.
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Figura 13 — Fotomicrografias das amostras AZT, GSA e DS G, em aumento de 80X. (a) AZT; (b)
GSA; (c) 1:1; (d) 1:2; (e) 1:3; (f) 1:4; (g) 1:5; (h) 1:10; (i) 1:15
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A analise morfoldgica evidenciou que as particulas de zidovudina apresentam-se na
forma de aglomerados, enquanto que as com glicolato sodico de amido apresentaram
particulas arredondadas. As dispersdes solidas com baixa concentragdo de polimero
apresentaram particulas ligeiramente mais irregulares. O aumento da concentracdo de
polimeros levou a formacdo de particulas com formas mais arredondadas e semelhantes as
particulas do glicolato sédico de amido.

J& a morfologia das particulas das DS GH e do HPMCP esta demonstrada na Figura
14.
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Figura 14 — Fotomicrografias das amostras HPMCP e DS GH, em aumento de 80X. (a) HPMCP; (b)
DS GH 1:10:10; (c) DS GH 1:15:15

(a) (b)

As particulas de HPMCP apresentaram-se como grandes aglomerados de cor branca
solida e forma irregular. Em relagdo as DS GH, a analise morfologica evidenciou particulas

irregulares, mas de cor branca tendendo a transparéncia.

6.5 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
6.5.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho

A espectroscopia de infravermelho (IR) fornece informagdes sobre os grupos
funcionais caracteristicos de um composto quimico. O espectro de absor¢do na regido do
infravermelho de uma amostra é o resultado de mudangas na energia vibracional

acompanhadas por mudancas na energia rotacional. A radiacdo infravermelha corresponde a
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parte do espectro eletromagnético situada na regido de 4000 a 400 cm™ (SILVERSTEIN,
2006).

Para avaliar a possibilidade de interagdes entre o polimero e o farmaco, foi aplicada a
técnica de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho para as dispersdes sélidas e
misturas fisicas preparadas com GSA nas propor¢des 1:10 e 1:15 (Figura 15) e para as
preparadas com GSA/HPMCP nas proporc¢des 1:10:10 e 1:15:15 (Figura 16).

De acordo com a Figura 15, o espectro de IR do AZT exibiu picos caracteristicos,
como os relacionados ao estiramento de bandas OH (3550-3200 cm™), & ligacdo C-O de
grupos OH (banda em 1089 cm™) e a0 C=N=N=N (grupo azido) (banda em 2083 cm™)
(ARAUJO et al., 2003). No espectro de IR do polimero GSA, foram observados picos
relacionados & ligagdo C=C do grupo CH, (banda em aproximadamente 1640 cm™), ao
estiramento de bandas OH (3550—3200 cm™) e & ligacdo C-O do grupo éter (banda de 1275 a
1020 cm™) (PUTTIPIPATKHACHORN et al., 2005).

Os espectros correspondentes as dispersdes solidas e as misturas fisicas contendo GSA
mostraram-se semelhantes, com picos caracteristicos do farmaco e do polimero. Isto indica
que ndo houve uma interacdo quimica entre as estruturas e 0s constituintes da dispersao solida
mantiveram-se inalterados.

Quanto aos espectros de IR do HPMCP e das amostras contendo este polimero (Figura
16), as bandas na regi&o entre 3500 e 3200 cm™ foram atribuidas ao estiramento do grupo O-
H, em 2800 cm™ a ligacdo CH (sp*), em 1700 cm™ & ligagdo C=0 do grupo éster, na regio de
1600 a 1550 cm™ ao anel aromético, bandas préximas a 1200 cm™ foram atribuidas a ligacdo
C-O de éster, na regido de 1200 a 1000 cm™ & ligagdo C-O de éter e na regido de
aproximadamente 740 cm™ ao anel aromético monossubstituido (SILVERSTEIN, 2006). Do
mesmo modo como ocorrido nas DS G e MF G, os espectros das DS GH e MF GH
apresentaram similaridade com os espectros do farmaco e dos polimeros, indicando a nédo
interacdo quimica entre as substancias. Nestas dispersdes solidas, sugere-se que tenha

ocorrido uma distribuicdo molecular do farmaco na estrutura polimérica do sistema carreador.
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Figura 15 - Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho. (a) AZT; (b) GSA; (¢c) DS G
1:10; (d) MF G 1:10; (e) DS G 1:15; (f) MF G 1:15
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Figura 16 - Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho (a) AZT; (b) HPMCP; (c) DS
GH 1:10:10; (d) MF GH 1:10:10; (e) DS GH 1:15:15; (f) MF GH 1:15:15

6.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica muito utilizada de analise
térmica por envolver a avaliacdo de um fluxo de calor (variacdo de entalpia) resultante de
alteracdo quimica ou fisica de uma substancia em funcdo da temperatura ou tempo e energia
associada com uma série de eventos térmicos incluindo fusdo, cristalizacdo, transicao vitrea e
reacOes de decomposicdo. As vantagens associadas a esta técnica incluem a pequena
quantidade de amostra (~ 5 mg), ampla faixa de temperatura (tipicamente -120 a 600 °C),
simplicidade e rapidez de analise (CRAIG, READING, 2007).

Na caracterizacdo de dispersfes solidas, o DSC pode indicar se o farmaco esta em
estado cristalino ou amorfo, sendo estas curvas geralmente comparadas a curva do farmaco,
do carreador e das misturas fisicas. Se a dispersdo solida possuiu significativa quantidade do

farmaco no estado cristalino, é observado um pico de fusdo do farmaco na curva de DSC.
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Logo, se o pico de fusdo nao é observado, o farmaco provavelmente esta em maior propor¢édo
no estado amorfo (TRAN et al., 2009; CIDES et al., 2006).

A Figura 17 evidencia as curvas de DSC da zidovudina, glicolato sédico de amido, DS
G e MF G nas proporcdes 1:10 e 1:15 e os valores de entalpia das amostras analisadas por
DSC estdo demonstrados na Tabela 8. A curva de DSC da zidovudina (a) mostrou um fino
pico endotérmico em 126,7°C, que corresponde a fusdo do farmaco. Em (b), a curva
correspondente ao GSA nao apresentou pico de fusdo, demonstrando ser um polimero amorfo.
Nas curvas das DS G 1:10 e 1:15, (c) e (e), respectivamente, foram observados picos de fusdo
do AZT (124,50 e 123,83°C) com valores de entalpia verificados abaixo dos valores
esperados (6,95 e 3,55 J/g), respectivamente, sugerindo que ocorreu dispersdo parcial do
farmaco na matriz (BAIRD, TAYLOR, 2011).

Nas curvas (d) e (f), correspondentes as MF G 1:10 e 1:15, respectivamente, foram
observados valores de picos de fuséo e de entalpias verificadas que indicam a presenca de

AZT cristalino na matriz polimérica.

Figura 17 — Curva de DSC. (a) AZT; (b) GSA; (c) DS G 1:10; (d) MF G 1:10; (¢) DS G 1:15; (f) MF
G1:15
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Na Figura 18 estdo apresentadas as curvas de DSC das amostras zidovudina, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose, DS GH e MF GH 1:10:10 e 1:15:15. A curva do HPMCP (b)
indica que este é um polimero amorfo, pois ndo apresentou pico de fusdo. Nas curvas das DS
GH ndo foram observados picos de fusdo que indicassem a cristalinidade do farmaco,
diferentemente das DS G. Isto sugere que o farmaco esta disperso de forma molecular na
matriz polimérica, sem cristalinidade remanescente (BAIRD, TAYLOR, 2011).

Em (d) e (f), nas curvas das MF GH, os picos de fusdo (124,83 e 124,33°C,
respectivamente) e os valores de entalpia verificados (4,94 e 3,03 J/g, respectivamente)
indicam a presenca do farmaco em estado cristalino.

As dispersfes solidas em que o farmaco estd molecularmente disperso muitas vezes
sdo denominadas solucdes sélidas amorfas, sendo as interacdes entre farmaco e carreadores
sdo significativas, resultando na completa miscibilidade dos componentes, formando um

sistema que possui fase homogénea em nivel molecular (BAIRD, TAYLOR, 2011).

Figura 18 — Curva de DSC (a) AZT; (b) HPMCP; (c) DS GH 1:10:10; (d) MF GH 1:10:10; () DS
GH 1:15:15; (f) MF GH 1:15:15
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Tabela 8 — Valores de entalpia das amostras analisadas por DSC.

AH (J/g)  AH (Jig)

Amostra (mg) Tpeak (°C)  Tonset (°C) .
esperado verificado
AZT 126,7 123,9 - 115,0
DS G 1:10 124,50 121,94 10,45 6,95
DS G 1:15 123,83 120,96 7,19 3,55
DS GH 1:15:15 - - - -
DS GH 1:10:10 - - - -
MF G 1:10 123,67 121,21 10,45 7,74
MF G 1:15 125,17 123,03 7,19 6,83
MF GH 1:10:10 124,33 121,30 5,47 4,94
MF GH 1:15:15 124,83 121,78 3,71 3,03

6.5.3 Difracéo de raios X

A difratometria de raios X é uma técnica ndo destrutiva que revela informagoes
detalhadas sobre a composicdo quimica e estrutura cristalografica de materiais. A técnica
consiste na projecdo de um feixe de raios X monocromatico sobre um material cristalino em
um angulo teta e para que a difracdo ocorra € necessaria uma diferenga entre o caminho
percorrido pelo raio X e o comprimento de onda da radiagdo incidente. Pela variacdo do
angulo teta, as posicOes angulares e intensidades dos picos difratados resultantes da radiacao
produzem um padréo, que é caracteristica da amostra (CULLITY, STOCK, 2002).

As andlises de difracdo de raios X foram realizadas no intuito de se avaliar o estado
fisico do farmaco nas dispersGes solidas. Os padrdes de difracdo do AZT, GSA, HPMCP,
dispersdes sélidas e misturas fisicas nas proporcdes 1:10, 1:15, 1:10:10 e 1:15:15 séo exibidos
nas Figura 19 e Figura 20.
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Figura 19 - Difratometria de raios X. (a) AZT; (b) GSA; (c) DS G 1:10; (d) MF G 1:10; (e) DS G
1:15; (f) MF G 1:15

O farmaco (a) apresentou em seu difratograma uma serie de picos caracteristicos em
aproximadamente 21,22, 24, 26, 30 e 32 20 (graus) (MUNDARGI et al., 2011), que
confirmam sua cristalinidade. As misturas fisicas e dispersdes sélidas nao apresentaram picos
correspondentes ao farmaco na forma cristalina, apresentando padréo de difracdo semelhante
aos polimeros componentes da formulacdo (GSA e/ou HPMCP). A similaridade dos
difratogramas dos polimeros com os difratogramas das dispers@es solidas, tanto DS G quanto
DS GH, visualizada através dos picos caracteristicos nestas amostras, indica a tendéncia ao
ordenamento destas estruturas, causado pela presenca dos polimeros (NAKANISHI et al.,
2011).

O fato das misturas fisicas ndo apresentarem picos de cristalinidade pode ser atribuido
a reduzida concentracdo de AZT nas amostras, de modo que o padrdo de difracdo do(s)

polimero(s) foi predominante.
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No entanto, os resultados obtidos com as curvas de DSC apresentados anteriormente
no trabalho corroboram a indicacdo de auséncia/reducdo de cristalinidade do farmaco nas
amostras DS, demonstrando que o0 AZT se encontra na forma predominantemente amorfa na
rede polimérica (KIM et al., 2006).

Figura 20 - Difratometria de raios X. (a) AZT; (b) HPMCP; (¢) DS GH 1:10:10; (d) MF GH
1:10:10; (e) DS GH 1:15:15; (f) MF GH 1:15:15

6.5.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura é comumente aplicada ao estudo da morfologia
de particulas de farmacos e excipientes farmacéuticos. Um microscépio eletrénico de
varredura apresenta uma resolucéo de cerca de 100 A e sua grande profundidade de campo
gera imagens tridimensionais. Para amostras que nao apresentam caracteristicas condutoras, é
necessario um revestimento prévio com material condutor, geralmente o carbono (NEWNAN,
BRITTAIN, 1995).
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Para avaliar as caracteristicas da superficie e forma das dispersdes solidas e misturas
fisicas contendo GSA e GSA/HPMCP nas proporcdes 1:15 e 1:15:15, a técnica de
microscopia eletronica de varredura foi aplicada, sendo as fotomicrografias das amostras
apresentadas nas Figura 21 a Figura 24.

As Figura 21 e Figura 22 apresentam, respectivamente, as caracteristicas morfologicas
da disperséo solida e da mistura fisica contendo GSA na propor¢do 1:15. A MF G 1:15
apresentou uma particula grande e arredondada, que pode ser atribuida ao GSA, com
pequenos aglomerados aderidos na superficie, que provavelmente representam o farmaco,
evidenciando que ndo houve interacdo entre as duas substancias. A DS G 1:15 apresentou

superficie irregular com pequenos sulcos e forma indefinida

Figura 21 - Fotomicrografia da amostra DS G 1:15

-_— lpm IQ-UNESP 1/9/2012
2.00kV LEI SEM WD 9.8mm 3:54:02
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Figura 22 — Fotomicrografia da amostra MF G 1:15:15

L lum IQ-UNESP 9/8/2011
2.00kV SEI GB_LOW WD 9.1lmm 10:17:35

As fotomicrografias das dispersdes sélidas e misturas fisicas contendo GSA e HPMCP
na razéo 1:15:15 estdo apresentadas nas Figura 23 e Figura 24. Na MF GH 1:15:15 observa-se
particulas grandes esféricas, possivelmente o polimero GSA, particulas de tamanho médio
irregulares, provavelmente o polimero HPMCP e pequenas particulas depositadas nas
superficies das maiores, indicando a presenca do farmaco em pequena proporgcdo. A
capacidade de diferenciacdo entre as particulas evidencia que ndo houve interacdo entre as
substancias, sendo isto confirmado pelo pico de fusdo do farmaco apresentado no DSC desta
amostra. Ja a DS GH 1:15:15 apresenta uma particula, com superficie totalmente irregular,
ndo sendo possivel diferenciar as particulas dos dois polimeros e do farmaco. Nesta amostra, €
possivel sugerir que o farmaco esta totalmente disperso na matriz polimérica, uma vez que

ndo foi evidenciado seu pico de fusdo na curva de DSC.
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Figura 23 - Fotomicrografia da amostra DS GH 1:15:15

I
2.00kV SEI

Figura 24 — Fotomicrografia da amostra MF GH 1:15:15

L '
-
2.00kV SEI

10pum

IQ-UNESP 9/8/2011

GB_LOW WD 9.6mm 10:49:20

lum

IQ-UNESP 9/8/2011

GB_LOW WD 9.2mm 10:32:14
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As morfologias de superficie das particulas do farmaco e dos polimeros estdo
presentes nas Figura 25 a Figura 27. As particulas de AZT possuem morfologia irregular com
tendéncias de superficie lisa, diferentemente das particulas de HPMCP que também tém
irregularidades na morfologia, mas apresentam superficie porosa. Ja as particulas de GSA
possuem superficie lisa e formas arredondadas bastante regulares, com depdsitos de pequenas

particulas na superficie.

Figura 25 — Fotomicrografia do AZT

— 10pm IQ-UNESE 1/9/2012
2.00kV LEI  IM WD 10.0mm 4:07:19
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Figura 26 — Fotomicrografia do GSA

_— 10um IQ-UNESP 1/9/2012
2.00kV LEI M WD 10.0mm 3:57:17

Figura 27 — Fotomicrografia do HPMCP

— 10um IQ-UNESP 1/9/2012
2.00kV LEI M WD 10.0mm 4:04:10
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6.6 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES MUCOADESIVAS

A mucoadesdo ¢ uma importante propriedade de alguns polimeros, pois representa
uma importante estratégia que pode aumentar o tempo de residéncia do farmaco em um sitio
especifico e, consequentemente favorecer a absorcdo de farmacos escassamente absorviveis
(THIRAWONG et al., 2008).

Muitas teorias descrevem o mecanismo de mucoadeséo. De acordo com a teoria da
difusdo, ocorre o intimo contato entre o polimero mucoadesivo e a camada de muco,
resultando no intumescimento do polimero pela transferéncia de dgua pela camada de muco.
Em seguida, as cadeias do polimero adquirem maior mobilidade para poderem interpenetrar
nas cadeias glicoproteicas do muco, a mucina. O estabelecimento subsequente de ligagdes
quimicas entre o polimero e 0 muco contribui para a consolidacdo do fenémeno mucoadesivo
(HAGESAETHER et al., 2009; THIRAWONG et al., 2007).

As Tabela 9 eTabela 10 exibem, respectivamente, os resultados de mucoadesividade
das amostras em pé (DS G, GSA e farmaco livre) e intumescidas (DS G e GSA). A
concentragdo do polimero ndo influenciou as propriedades mucoadesivas das amostras
intumescidas, uma vez que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores
de trabalho de adesao (p>0,05).

Alguns pesquisadores relatam na literatura que o estado em que o polimero
bio/mucoadesivo se encontra em sua forma final influencia nas propriedades mucoadesivas de
formas farmacéuticas. Logo, quando um polimero bioadesivo estd hidratado na forma
farmacéutica, as forcas bioadesivas serdo menores do que aquelas em que o componente
bioadesivo esta disperso no estado sélido. Desta forma, uma vez que a hidratacdo do polimero
adesivo tenha ocorrido, as interacbes sdo mais baixas devido & capacidade limitada do
polimero em difundir-se na mucina. J& em sistemas em que 0s componentes adesivos estdo na
forma de p6 ou em sistemas em que ha um limite aquoso (por exemplo, semi-solidos), a
hidratacdo do polimero no momento do contato com a mucina facilita a expansao da cadeia

polimérica, levando a profunda interpenetracdo de cadeias (JONES et al., 2009).
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Tabela 9 — Forca de adesdo (W,q) das amostras em p6 (DS G, GSA e farmaco livre)

Amostra Woad (1J) Desvio Padrao
GSA 1896 0,69
AZT 2939 0,98

DSG1:1 1355 0,32

DSG1:2 1254 0,21

DSG1:3 1396 0,42

DSG 14 1327 0,49

DSG1:5 1392 0,45

DS G 1:10 1339 0,18

DS G 1:15 1373 0,53

Tabela 10 — Forca de adesdo (W,q) das amostras intumescidas (DS G e GSA livre)

Amostra Waqg (1J) Desvio Padrao
GSA 150 55

DSG1:1 150 5,9

DSG1:2 160 8,8

DSG1:3 150 7,9

DSG14 150 3,4

DSG 15 150 55

DS G 1:10 160 5,4

DS G 1:15 150 79

O farmaco livre apresentou mucoadesdo superior as DS G e ao polimero livre,
enquanto as amostras em po contendo GSA apresentaram mucoadesividade superior as
respectivas amostras intumescidas (p<0,05).

A presenca de grupos hidroxila, carboxila ou amina podem contribuir para o
estabelecimento de ligacdes de hidrogénio ou de dissulfureto no caso de presenca de grupos
sulfidrilo. Além disso, polimeros com grupos ionizaveis podem interagir de forma
eletrostatica com o muco carregado negativamente, dependendo do pH do meio (VARUM et
al.,, 2008). Desta forma, a presenca dos grupamentos hidroxila, carboxila e amina na
zidovudina (Figura 2), bem como o fato de ser um farmaco ionizavel devem levar a uma forte
interacdo entre o farmaco e a mucina. O glicolato sddico de amido (Figura 3) apresenta
somente hidroxilas e um grupamento disponivel para ionizagdo com a mucina e isto,
provavelmente contribuiu para a sua menor mucoadesividade, se comparado com a

zidovudina.
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Os resultados de forca de adesdo das amostras em p6 contendo HPMCP séo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Forca de adesdao (Wad) das amostras em p6 (DS GH, HPMCP e farmaco livre)

Amostra Waqg (1) Desvio Padrao
HPMCP 3137 0,51
AZT 2939 0,98
DS GH 1:10:10 1507 0,25
DS GH 1:15:15 1702 0,29

Comparando-se as forcas mucoadesivas relacionadas coma adesdo das DS G 1:10 e
1:15 e das DS GH 1:10:10 e 1:15:15 em pd, percebeu-se que ndo houve influencia do
HPMCP no trabalho de adesdo, uma vez que ndo houveram diferencas estatisticas
significativas entre as concentracbes nas DS GH (p>0,05). A avaliacdo das propriedades
mucoadesivas das amostras em po visa a caracterizacdo do material e, desta forma, verificou-
se que tanto o GSA quanto o HPMCP apresentam esta propriedade, que foi mantida pelos
polimeros quando estavam nas DS.

Entretanto, o polimero HPMCP apresentou forca mucoadesiva significativamente
maior que as DS GH e que o GSA (p<0,05). Possivelmente, isto pode ser atribuido a interagédo
dos grupamentos hidroxila presentes na estrutura polimérica com a mucina por ligacdes
secundarias ndo covalentes, formando ligacdes de hidrogénio. Além disto, 0 HPMCP também
pode se fixar a mucosa por intumescimento polimérico, pelo fato de pertencer a classe dos
polimeros bioadesivos derivados da celulose (CARVALHO et al., 2010; ANDREWS et al.,
2009).

As forcas envolvidas na adesdo das DS GH e HPMCP intumescidos estdo
apresentadas na Tabela 12. O aumento da concentracdo polimérica ndo influenciou
significativamente a mucoadesdo das DS GH intumescidas (p>0,05). No entanto, ao se
comparar DS G e DS GH intumescidas, houve um aumento significativo da for¢a de adesdo
das DS GH em relacdo as DS G (p<0,05). Isto provavelmente se deve a presenca do polimero

HPMCP nas DS GH, o que contribuiu para o aumento da mucoadesé&o.
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Tabela 12 - Forca de adesdo (Wad) das amostras intumescidas (DS GH, HPMCP)

Amostra Woad (1J) Desvio Padrao
HPMCP 336 2,75

DS GH 1:10:10 210 1,97

DS GH 1:15:15 234 1,48

6.7 DETERMINACAO DO PERFIL DE INTUMESCIMENTO

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos é dependente da escolha
adequada de carreadores, capazes de determinar a saida do farmaco da matriz para o meio.
Polimeros com caracteristicas intumesciveis sdo carreadores promissores, pois respondem a
presenca de agua ou fluidos biolégicos, que mudam a estrutura do polimero permitindo que o
farmaco seja liberado da forma farmacéutica (COLOMBO et al., 2000).

Para um polimero com propriedades mucoadesivas, a hidratacdo é necessaria para
expandir a malha polimérica e aumentar a molhabilidade das cadeias de modo a facilitar o
processo de interpenetracdo de cadeias entre o polimero e a mucina. No entanto, para que a
mucoadesdo ocorra, é necessario que exista um grau 6timo de intumescimento (SALAMAT-
MILLER et al., 2005).

Para as amostras DS G e DS GH e os polimeros GSA e HPMCP, as porcentagens e 0s
perfis de intumescimento, em funcdo do tempo, em meio de fluido gastrico simulado estdo
demonstrados na Tabela 13 e na Figura 28, respectivamente.

As DS G 1:10 e DS G 1:15 apresentaram porcentagem de intumescimento, ao final
dos 120 minutos, de 560,63% e 564,57% e o polimero GSA intumesceu 560,34% neste
mesmo intervalo. As maiores taxas de intumescimento destas amostras ocorreram
rapidamente logo nos primeiros 5 minutos de ensaio e, nos intervalos seguintes, estas taxas
foram menores, se comparado ao que ocorreu nos 5 minutos iniciais.

O intumescimento de polimeros superdesintegrantes, como o GSA, se d& por uma
répida expansdo da matriz polimérica quando o polimero é exposto a um ambiente aquoso.
Assim, a pressdo interna gerada cria uma tensdo nas areas concentradas de particulas
poliméricas e isto pode gerar a quebra da estrutura em pequenas particulas (OMIDIAN,
PARK, 2008; BELE, DERLE, 2011).
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Tabela 13 — Porcentagem de intumescimento, em funcédo do tempo, das amostras em meio gastrico
simulado

Intumescimento (%)
Tempo

. DS GH DS GH

(min) GSA DSG1:10 DSG1:15 HPMCP
1:10:10 1:15:15
5 511,08  469,3640 480,21 208,59 247,07 287,46
30 529,56 508,477 532,12 214,72 284,13 311,93
60 541,87 528,03 545,10 220,86 339,72 348,62
90 554,19 554,11 564,57 220,86 376,78 385,32
120 560,34 560,63 564,57 220,86 395,31 409,79

Figura 28 — Perfil de intumescimento das amostras em meio gastrico simulado

O polimero HPMCP apresentou intumescimento, ao final dos 120 minutos, de
220,86% enquanto, que para a DS GH 1:10:10 este parametro foi de 395,31% e para a DS GH
1:15:15 foi de 409,79%. Em relacdo as DS G, a incorporacao do polimero HPMCP nas DS
GH promoveu uma diminuicdo significativa (p<0,05) da porcentagem de intumescimento em

meio gastrico simulado. Sugere-se que a insolubilidade do HPMCP em valores de baixo pH,

Liliane Neves Pedreiro



Resultados e Discussoes

como € o caso do meio gastrico simulado, tenha contribuido para as menores taxas de

intumescimento das amostras com HPMCP (OLIVEIRA et al., 2010).

O aumento da concentracdo de HPMCP nas DS GH ndo ocasionou a diminui¢do do
intumescimento em meio géastrico provavelmente pela presenca do polimero GSA nestas

amostras, o que fez com que as DS GH continuassem a intumescer, porém em menores

proporgdes que as DS G.

A Tabela 14 e a Figura 29 apresentam as porcentagens e os perfis de intumescimento,

respectivamente, das amostras DS G e DS GH e dos polimeros GSA e HPMCP em meio

intestinal simulado, durante intervalo de 120 minutos.

Tabela 14 — Porcentagem de intumescimento, em func¢éo do tempo, das amostras em meio intestinal

simulado (pH 7,4)

Intumescimento (%)
Tempo
. DS GH DS GH
(Min) | GSA DSG1:10 DSG1:15 HPMCP

1:10:10 1:15:15

5 869.29 812.15 891,68 221.40 79317 101523
30 875,55 818,35 903,65 258.30 1159,24 1269,04
60 894 31 849 35 921.60 270.60 1464 31 1649.75
90 919,32 886,55 951,53 295 20 1830,38 2030,46
120 | 938,09 905,15 969,48 313,65 2074.,44 2284.26
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Figura 29 — Perfil de intumescimento das amostras em meio intestinal simulado (pH 7,4)

Em meio intestinal simulado, as DS GH também apresentaram intumescimento
significativamente superiores (p<0,05) as DS G. Além disso, tanto as DS G quanto as DS GH
apresentaram maior capacidade de intumescimento comparado aos outros meios de ensaio
analisados (p<0,05).

Tanto o GSA quanto o HPMCP apresentam grupos carboxilicos (-COQ") e, em pH
acido, estes grupos permanecem na forma de sais de acido fraco e possuem menor
intumescimento (BELE, DERLE, 2011). Em pH baésico, ocorre uma forte repulsdo destes
grupos devido as cargas negativas levando ao afastamento das cadeias e a abertura da malha
polimérica, o que favorece o aumento do intumescimento (OLIVEIRA et al., 2010).

As DS GH 1:10:10 e 1:15:15 possuem os dois polimeros em sua composi¢do, 0 que
deve ter resultado nos maiores valores de intumescimento (2074,44 e 2284,26%,
respectivamente). Além disto, outro fator que pode estar relacionado com o intenso
intumescimento destas particulas, principalmente as da DS GH 1:15:15, verificada Figura 23,

que pode favorecer a entrada de fluido na matriz polimérica pela superficie porosa.

6.8 DISSOLUCAO “IN VITRO"

A taxa de dissolucdo desempenha um importante papel na avaliacdo do

comportamento do farmaco ao deixar a matriz polimérica. Ela pode ser utilizada para melhor
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compreender a relacéo entre o percentual de dissolucdo e a forma cristalina de um farmaco e
também para estudar a influéncia de excipientes e do pH sobre a solubilizacdo de farmacos.
Como definicdo da taxa de dissolucdo tem-se o percentual de dissolu¢do de uma substancia
pura sob a condigdo de constante agitacdo do meio em contato com a sua area de superficie ou
velocidade de agitacéo, pH e forga ibnica do meio de dissolugcdo (MILANI et al., 2009).

Em sistemas de liberacdo de farmacos, a presenca de um polimero pode influenciar no
comportamento de dissolucdo de um ativo. Se o farmaco estiver disperso na matriz de um
polimero intumescivel, o intumescimento polimérico proporcionara uma maior mobilidade
das moléculas do farmaco aprisionado nesta matriz e o farmaco terd capacidade de se
difundir, de um modo controlado, para 0 meio eluente (OMIDIAN, PARK, 2008; MILLER-
CHOU, KOENING, 2003).

As taxas de liberacdo in vitro da zidovudina e das dispersdes solidas estdo
apresentados na Figura 30. Nos primeiros 15 minutos de ensaio, a zidovudina e as DS G 1:1-
1:4 apresentaram mais de 65% do farmaco liberado, atingindo a liberacdo total do farmaco
apos 30 minutos. Para as DS G 1:5-1:15, um comportamento diferente de liberacdo do
farmaco foi observado, ja que taxas de liberacdo inferiores a 65% foram observadas em 15
minutos de ensaio.

No tempo de 30 minutos as DS G 1:3-1:5 liberaram mais de 70% de farmaco,
enquanto as amostras 1:10 e 1:15 liberaram 68% e 57% de farmaco, respectivamente, e 0
percentual de liberacdo se manteve praticamente constante até o tempo de 60 minutos,
enquanto as demais DS G apresentaram liberacdo superior a 70% nesse mesmo periodo de
tempo. Esse comportamento evidencia que o aumento da proporcdo de polimero permite o

controle mais efetivo das taxas de liberacdo do farmaco.
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Figura 30 - Perfil de liberacdo in vitro das dispersdes solidas e zidovudina em agua

Além do perfil de liberacao das dispersdes solidas, também foi realizado o ensaio com
as MF G, conforme apresentado na Figura 31. As amostras apresentaram comportamento de

liberacdo semelhante ao farmaco livre, sem diferenca estatistica significativa (p>0,05).

Figura 31 - Perfil de liberacéo in vitro das misturas fisicas e zidovudina em agua

ZHAO & AUGSBURGER (2005), utilizaram o glicolato sédico de amido em sistema

convencional de liberacdo da hidroclorotiazida e também relataram um “burst effect” nos
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primeiros 10 minutos, o que pode ser atribuido ao glicolato sédico de amido, que é um
polimero  superdesintegrante  utilizado em formas farmacéuticas. Quando um
superdesintegrante é exposto a um ambiente aquoso, ocorre um rapido intumescimento da
matriz e a pressdo interna cria uma tensdo em areas concentradas de particulas poliméricas. O
aumento da pressdo interna ocasiona a quebra da estrutura em pequenas particulas
(OMIDIAN, PARK, 2008).

A Figura 32 mostra 0 comportamento de liberagcdo das DS G 1:10 e 1:15, em

compara¢do com suas respectivas misturas fisicas e com o farmaco livre.

Figura 32 - Perfil de liberacdo in vitro da zidovudina e das dispersdes solidas e misturas fisicas nas
proporgdes 1:10 e 1:15 em 4gua

No caso das amostras DS G1:10 e 1:15, ap0s o “efeito burst”, o polimero deve ter
sofrido significativo intumescimento, originando uma matriz elastica, que promoveu 0
aprisionamento do farmaco, retardando sua liberacdo. Este farmaco, estando na forma de
dispersdo solida, estaria molecularmente disperso na matriz do polimero e; no momento do
intumescimento polimérico, seria aprisionado em sua matriz e liberado de forma controlada.

Para avaliar a influencia do HPMCP na liberagdo do farmaco, foram realizados
ensaios de liberacdo com as amostras DS GH 1:10:10 e 1:15:15 em meio acido (HCI 0,1 N pH
1,2). A Figura 33 demonstra o perfil de liberacdo do AZT em meio &cido durante 120

minutos.
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Figura 33 - Perfil de liberacéo in vitro das dispersdes solidas contendo HPMCP em meio acido (pH
1,2)

Nos 15 minutos iniciais, a DS GH 1:10:10 liberou 11% do farmaco enquanto que a DS
GH 1:15:15 liberou 19%. No tempo de 30 minutos, observou-se uma liberagdo de 19% para a
amostra 1:10:10 e 37% para a amostra 1:15:15. O aumento da taxa de liberacdo no meio acido
foi mais evidente nos primeiros 60 minutos, sendo que no tempo restante as taxas de liberagédo
se mantiveram praticamente constantes. Ao final dos 120 minutos, as amostras 1:10:10 e
1:15:15 liberaram, respectivamente, 42% e 56%, demonstrando que a incorporacdo de
HPMCP a formulacgéo reduziu as taxas de liberacdo do farmaco em meio gastrico.

Ao contrario do esperado o aumento da concentracdo de HPMCP, que € um polimero
insolivel em pH &cido devido aos grupos carboxilicos (-COQ") de sua estrutura, ndo reduziu a
liberacdo do farmaco em meio acido. A esse respeito, deve-se considerar que 0 GSA também
se apresentava em maior concentracdo nessa amostra e que, ao entrar em contato com 0 meio
aquoso, seu intumescimento pode ter promovido aumento da presséo interna, ocasionando a
quebra da estrutura e favorecendo a liberacdo do farmaco (OMIDIAN, PARK, 2008).

Além do perfil de liberacdo em meio acido, foram realizados ensaios de liberacdo em
meio tampé&o fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4, conforme apresentado na Figura
34.
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Figura 34 - Perfil de liberacéo in vitro das dispersdes solidas contendo HPMCP em meio tampéao
(pH 7,4)

No em meio tampdo, nos 15 minutos iniciais, a DS GH 1:10:10 liberou 11% e a DS
GH 1:15:15 liberou 19%. Alcancando os 30 minutos de ensaios, as liberacbes foram,
respectivamente, 28% e 33%, enquanto aos 60 minutos, a DS GH 1:15:15 atingiu 80% de
liberacdo do AZT e a DS GH 1:10:10 liberou 67%. Apds os 60 minutos, a liberagdo do AZT a
partir da DS GH 1:15:15 permaneceu praticamente constante sendo que a liberagéo a partir da
DS GH 1:10:10 atingiu 80% a partir de 90 minutos.

6.9 AVALIACAO IN VITRO DA ABSORCAO INTESTINAL DA ZIDOVUDINA
PELO METODO DO SACO INTESTINAL INVERTIDO

A absorcdo e distribuicdo de farmacos através do TGI é um fator importante para a
biodisponibilidade oral. A absorcéo € dependente das suas propriedades fisico-quimicas como
hidrofobicidade, estado de ionizacdo, tamanho, peso molecular e solubilidade e pode ser
mediada por um processo de difusdo do farmaco através da membrana intestinal, (MINUESA
etal., 2001).

Embora ja seja comprovada a eficacia clinica do AZT contra o virus do HIV, suas
propriedades de absorcéo e toxicidade celular ainda ndo estdo totalmente elucidadas. A alta
variabilidade intra e inter pacientes e a ndo linearidade na biodisponibilidade do AZT ap0ds

administracao oral podem estar envolvidas com o transporte do farmaco através da membrana
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intestinal durante a absorcdo a partir do lumem (QUEVEDO et al., 2011). Diante disto,
dispersdes solidas foram utilizadas como estratégia para melhorar a biodisponibilidade do
AZT.

A Figura 35 apresenta as porcentagens de absorcéo intestinal do AZT, DS GH 1:15:15
e MF 1:15:15. A absorcdo intestinal do AZT presente na DS GH 1:15:15 foi
significativamente maior que o AZT livre (p<0,05); enquanto a taxa de absorcdo do AZT livre
foi de 33,9 %, a da DS GH 1:15:15 foi de 65,2%. A MF GH 1:15:15 apresentou taxa de

absorcdo de 45,5 %, ndo sendo diferente estatisticamente das demais amostras (p > 0,05).

Figura 35 - Porcentagem de absorcéo intestinal do AZT, DS GH 1:15:15 e MF GH 1:15:15
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A propriedade mucoadesiva desta dispersdo solida pode ter contribuido para o
aumento da absor¢do da zidovudina, aumentando o tempo de contato entre a amostra e a
membrana intestinal e permitindo que uma maior porcentagem de farmaco permeasse através

da membrana intestinal.
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A maior porcentagem de farmaco absorvido na DS GH 1:15:15 pode ser atribuido
também a capacidade de hidratacdo desta dispersdo solida. O aumento da absorcéo de agua
pela DS ocasiona o acimulo de dgua na regido da membrana intestinal que estd em contato, o
que causa uma pressdo hidrostatica nos espacos paracelulares, resultando na separacdo
estrutural das juncdes celulares. Com isto, a passagem do farmaco através da membrana
intestinal é favorecida e, consequentemente, ocorre 0 aumento da absor¢do do farmaco (JAIN
etal., 2008; ILLUM et al., 2001).
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7 CONCLUSOES

A metodologia de obtencdo de dispersdes solidas por evaporacdo de solvente
empregada nesse trabalho mostrou-se eficiente, permitindo a obtencgéo de dispersdo molecular
entre farmaco e os polimeros empregados.

As dispersbes solidas desenvolvidas com GSA e GSA/HPMCP apresentaram
reduzidas dimens@es das dispersdes solidas obtidas de acordo com a andlise granulométrica e
a microscopia eletrénica de varredura mostrou a diferenca na superficie entre dispersdo solida
e mistura fisica, evidenciando a superficie irregular da disperséo sélida.

Os ensaios de caracterizacdo por DSC e difracdo de raios X demonstraram que 0
farmaco permaneceu na forma molecularmente dispersa nas DS GH enquanto que nas DS G
foram notadas cristalinidades residuais. J& a espectroscopia de IR evidenciou que nenhuma
estrutura quimica foi alterada.

Os ensaios de mucoadesdo confirmaram as propriedades adesivas das dispersdes
solidas estudadas, sendo estas propriedades melhores evidenciadas nas amostras em pd. Os
ensaios de liberacdo in vitro demonstraram que o HPMCP foi capaz de reduzir as taxas de
liberacdo do farmaco em meio gastrico e 0 aumento da proporcdo de polimero promoveu
maior controle das taxas de liberacdo do farmaco. A avaliacdo do perfil de intumescimento
demonstrou que o HPMCP presente nas DS ternérias favoreceu o aumento porcentagem
intumescida em meio intestinal simulado.

A absorcdo intestinal do AZT avaliada pelo método do saco intestinal invertido foi
maior na dispersdo solida analisada, o que pode ser atribuido a abertura das juncgdes
paracelulares pelo acumulo local de &gua e pelo aumento do tempo de contato da formulagédo
com a membrana intestinal, proporcionado pela mucoadesao.

O conjunto de resultados obtidos mostra que as dispersdes sélidas mucoadesivas
avaliadas representam sistemas promissores para o controle temporal e espacial da liberacdo

local da zidovudina.
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