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RESUMO

FONSECA-SANTOS, B. Sistemas precursores de cristais liquidos mucoadesivos para
administracao bucal de curcumina no tratamento do cancer bucal. 2015. 115f.
Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Estadual
Paulista, Araraquara, 2015.

O cancer bucal é uma doenga altamente incidente na populacdo mundial, podendo provocar
deformidades faciais e morte. O tratamento de escolha envolve a administracido de
quimioterapicos, que podem apresentar acido citotoxica também sobre células saudaveis,
diminuindo significativamente a qualidade e sobrevida dos pacientes. A curcumina,
composto de ocorréncia natural isolado dos rizomas da Curcuma longa, tem apresentado
atividade no tratamento do cancer bucal, atuando sobre o fator nuclear kappa-beta (NF-kB),
que medeia a expressdao de genes que estdo envolvidos na promog¢ao de tumores,
angiogénese e metastases. No entanto, seu uso clinico enfrenta muitos desafios devido as
suas caracteristicas fisico-quimicas e baixa biodisponibilidade oral. Assim, sua incorporagao
em sistemas nanoestruturados precursores de cristais liquidos (SPCL) acrescidos de
adjuvantes poliméricos mucoadesivos para administragdo bucal demonstra ser uma opgao
interessante para viabilizar o seu uso, uma vez que estes sistemas conseguem proteger o
farmaco da degradacado e aumentar o tempo de permanéncia da formulagdo no ambiente
bucal, possibilitando uma liberagdo controlada no local especifico de agdo. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver SPCL contendo curcumina para a administracdo bucal visando a
otimizagdo do tratamento cancer bucal. O delineamento dos sistemas se baseou na
construcdo de diagramas ternarios de fases pela mistura de PPG-5-CETETH-20, acido
oleico e utilizando fase aquosa adicionadas de dispersdes de quitosana, poloxamero e uma
mistura binaria de quitosana e poloxamero. Entretanto, a utilizagdo de dispersdo de
quitosana na fase aquosa gerou sistemas instaveis e essa estabilidade péde ser melhorada
com a adigdo de poloxdmero juntamente com a quitosana. As formulagdes foram
caracterizadas macroscopicamente, por microscopia de luz polarizada, espalhamento de
raio-x a baixo angulo (SAXS), reologia oscilatéria, andlise de textura e anadlise da
mucoadesao in vitro. A MLP mostrou que os sistemas formados foram de mesofase lamelar
e hexagonal, os quais foram confirmados por SAXS. Os sistemas demostraram serem
viscosos para mesofases lamelares e serem elasticos para mesofases hexagonais,
indicando a estruturacdo dos sistemas. Para os ensaios de textura, a adicdo de polimeros
na fase aquosa levou a um aumento dos parametros de dureza, compressao e adesividade;
e desmonstrou um efeito sinérgico na mucoadesao in vitro. Para avaliar a capacidade de
transicdo de fase, os sistemas foram diluidos em saliva artificial. A MPL mostrou uma
transicdo de fase de lamelar para hexagonal, além do aumento dos valores de médulo de
elasticidade na analise reoldgica. Os valores de textura mostraram ser crescentes e
dependentes da adigdo de saliva aos sistemas, assim como a forga de destacamento foi
dependente da diluicdo. O método analitico por Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE) foi
desenvolvido para quantificar a curcumina nos ensaios de performance. No ensaio de
liberacdo e permeacao in vitro ndo foi detectada a curcumina no meio aceptor, indicando
que o farmaco nao liberou da matriz e nem foi capaz de permear através da mucosa. Por
outro lado, a curcumina foi capaz de reter no tecido esofagico em maior proporgao para o
sistema de mesofase lamelar do que para hexagonal. O presente trabalho permitiu obter
SPCL com caracteristicas fisico-quimicas, reoldgicas, mecanicas e mucoadesivas
adequadas para a via bucal e com potencial como veiculo para sistema de liberagao para
esta via de administragao.

Palavras-chave: Cristais liquidos liotrépicos. Sistemas precursores de cristais liquidos.
Mucoadesao. Curcumina. Cancer bucal. Administragédo bucal.
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ABSTRACT

FONSECA-SANTOS, B. Mucoadhesive precursor systems of liquid crystals for buccal
administration of curcumin in the treatment of oral cancer. 2015. 115f. Dissertation
(Master). School of Pharmaceutics Sciences — Sao Paulo State University, Araraquara,
2015.

Oral cancer is a highly incident disease in the world population and it can causes facial
deformities and death. The choice treatment is costly and usually involves the administration
of chemotherapy, which may have cytotoxic action also on healthy cells, which affects
significantly the quality and survival of patients. Curcumin, naturally occurring compound
isolated from the rhizomes of Curcuma longa, it has shown activity in the treatment of oral
cancer, it acts on the nuclear factor kappa beta (NF-kB), which it mediates expression of
genes that are involved in promoting tumors, angiogenesis and metastasis. However, its
clinical use shows several challenges, mainly due to its physicochemical characteristics and
low oral bioavailability. Thus, when incorporated in nanostructured systems precursors of
liquid crystas (SPLC) added of a mucoadhesive polymer adjuvants, shows to be an
interesting option to enable its use in the treatment of oral cancer, since these systems can
protect the drug against degradation and to increase the residence time of the formulation in
the oral environment, allowing a controlled release on an specific site of action. The aim of
this study was to develop LCSP containing curcumin for oral administration in order to
optimize the oral cancer treatment. The design of the systems was based on the construction
of ternary phase diagrams by mixing PPG-5-CETETH-20, oleic acid and using aqueous
dispersions added chitosan, poloxamer and a binary mixture of chitosan and poloxamer.
However, the use of chitosan dispersion in the aqueous phase produced unstable systems
and the stability can be improved with the addition of poloxamer with chitosan. The
formulations were characterized by macroscopic appearance, polarized light microscopy
(PLM), small angle X-ray scattering (SAXS), oscillatory rheology, texture analysis and
analysis of in vitro mucoadhesion. The MLP showed that systems were formed by lamellar
and hexagonal mesophase and this result was confirmed by SAXS. The systems show a
viscous behavior to lamellar mesophases and an elastic behavior to hexagonal mesophases.
For texture analysis, addition polymers into the aqueous phase led to increase of these
parameters and demonstrated a synergistic effect of in vitro mucoadhesion. To evaluate the
ability of phase transition, the systems were diluted in artificial saliva. MPL showed a lamellar
to hexagonal phase transition, besides the increase of the elastic modulus by rheological
analysis. The texture values shown to be dependent on the increasing addition of saliva to
the systems, as well as the force of mucoadhesion exhibited values dependent dilution. The
analytical method for High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was developed to
determine curcumin in performance tests. In vitro release and permeation test, it was not
detected curcumin in the acceptor medium, indicating that the drug did not release of the
matrix and neither was able to permeate through the mucosa. On the other hand, curcumin
was able to retain the esophageal tissue in a greater proportion to lamellar mesophase than
hexagonal system. This work allowed to obtain LCSP with appropriate physical-chemical,
rheological, mechanical and mucoadhesive properties for buccal administration, suggesting
its potential use as a vehicle for delivery system for this route.

Keywords: Lyotropic liquid crystals. Systems precursors of liquid crystal. Mudoadhesion.
Curcumin. Oral cancer. Buccal administration.
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1 INTRODUGAO

O cancer bucal é definido como um tumor maligno que afeta labio, mucosa
bucal, gengivas, palato duro, lingua e assoalho da boca (LONGO, LOZZI &
AZEVEDO, 2011). A incidéncia mundial é de aproximadamente 300 mil novos casos
por ano. Trata-se do sexto tipo de cancer mais comum no mundo, sendo decorrente
de uma somatoria de fatores, principalmente de origem extrinseca, tais como
tabagismo, etilismo e infec¢des pelo papilomavirus humano (KAMINAGAKURA et
al., 2012; LIN et al., 2012).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 9.990 novos casos de cancer bucal em homens e 4.180 em
mulheres (TORRES-PEREIRA et al., 2012). Esses valores correspondem a um risco
estimado de 10 casos novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil mulheres
(TORRES-PEREIRA et al., 2012; CSIKAR et al., 2013).

O tratamento convencional € de alto custo econémico e, em muitos casos,
com prognostico desfavoravel. Além disso, as terapias convencionais se deparam
com problemas relacionados com as caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas dos farmacos, o que resulta em biodistribuicao nao seletiva. Como
consequéncia, concentragdes ineficientes do farmaco séo obtidas na massa tumoral,
juntamente com intensa atividade citotoxica sobre as células saudaveis (HOLGADO
etal., 2012).

Dessa forma, muitos pesquisadores da area de Pesquisa e Desenvolvimento
estdo se empenhando, cada vez mais, na descoberta de novas moléculas bioativas
para uso na terapia antitumoral. Neste contexto, as fontes naturais estao disponiveis
em abundancia e oferecem o6timas possibilidades de encontrar substancias de
interesse terapéutico. De fato, mais de uma centena de compostos derivados de
produtos naturais esta em fase de testes clinicos, principalmente para tratamento do
cancer (HARVEY, 2008).

A curcumina é um composto de ocorréncia natural isolado como um pigmento
amarelo do acafrdo dos rizomas da Curcuma longa L. (SHARMA, GESCHER &
STEWARD, 2005). Este farmaco tem demonstrado potencial de utilizagdo no
tratamento do céncer (ANAND et al., 2008; GOEL, KUNNUMAKKARA &
AGGARWAL, 2008; ZLOTOGORSKI et al., 2013), pois inibe o NF-kB em CEB
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(AGGARWAL et al., 2004), o qual esta envolvido diretamente com a tumorgénese,
sendo ativado por substancias carcinogénicas, citocinas inflamatdrias e fatores de
estresse extracelular, que contribuem para o desenvolvimento de cancer de células
escamosas orais, podendo levar a angiogénese, invasao tumoral e metastase (BEN-
NERIAH & KARIN, 2011).

O grande potencial farmacolégico da curcumina e suas aplicagbes
terapéuticas sao limitados principalmente pelas suas caracteristicas fisico-quimicas,
incluindo baixa solubilidade aquosa em condi¢des de pH acido e fisiolodgico, hidrélise
rapida em pH alcalino e instabilidade em presenca de luz (SHARMA, GESCHER &
STEWARD, 2005).

Tais limitagdes apresentadas pela molécula torna a via bucal uma rota atrativa
de administracdo de farmacos incorporados em sistemas de liberagdo, como
veiculados em sistemas liquidos cristalinos, prolongando o seu tempo de residéncia
na mucosa (SHOJAEI, 1998; GRABOVAC, GUGGI & BERNKOP-SCHNURCH,
2005) e possibilitando o tratamento local em lesbées malignas (NIELSEN,
SCHUBERT & HANSEN, 1998; BHARDWAJ & KUMAR, 2012; HEARNDEN et al.,
2012).

Os cristais liquidos pertencem a um estado de matéria com propriedades
entre um sélido cristalino e um liquido isotropico (REINITZER, 1888; SINGH, 2000;
HYDE, 2002). Os sistemas precursores de cristais liquidos liotrépicos (SPCL)
apresentam uma promissora alternativa de aplicagdo para a via bucal. Estes
sistemas sdo interessantes para administracdo bucal, pois podem se apresentar
liquidos, facilitando a administracdo da formulacido, por exemplo, em dispositivo
seringa.

Ao entrar em contato com o ambiente bucal, o SPCL tem a capacidade de
incorporar a saliva, se tornando uma mesofase liquido-cristalina mais viscosa
(MALMSTEN, 2007), devido a sua transicdo de estruturacdo de uma fase lamelar
para a uma mesofase hexagonal ou cubica, (LEE, YOUNG & KELLAWAY, 2001;
BOYD et al.,, 2006; BRUSCHI et al., 2008; CARVALHO et al., 2013), o que pode
promover liberagcdo controlada e, consequentemente, resultar em maior mucoadesao
da forma farmacéutica no ambiente bucal (LEE, YOUNG & KELLAWAY, 2001,
BRUSCHI & DE FREITAS, 2005; MALMSTEN, 2007; BRUSCHI et al., 2008;

) ) Vz — 4 .
Q%f////ﬁ c%d?(’(ﬁ- %’///(/d



e,ﬁfm%@ﬂfa 17

GILHOTRA et al., 2014) e maior tempo de residéncia no local (MALMSTEN, 2007;
BODDUPALLI et al., 2010; GILHOTRA et al., 2014).

O uso da quitosana em sistemas de liberagdo mucoadesivos para
administragdo bucal (DHAWAN, SINGLA & SINHA, 2004; PENDEKAL &
TEGGINAMAT, 2012) pode ser justificado pelas interagdes eletrostaticas do grupo
amino da quitosana com o0s grupos sialicos da mucina na camada de muco
(DERJAGUIN, ALEINIKOVA & TOPOROQV, 1994; PONCHEL et al., 1997; BRAVO-
OSUNA et al, 2007; KHUTORYANSKIY, 2011). Este mecanismo se torna
importante também no caso de células tumorais, as quais apresentam carga
negativa na membrana, em virtude de possuirem fosfatidilserina, um fosfolipidio
anibénico (HE et al., 2010; WU et al., 2012; YU et al., 2012), resultando em um efeito
de interacao e liberacao no local da lesao.

As vantagens da mucoadesdo no desenvolvimento de formas farmacéuticas
de administragdo bucal resultam na capacidade de prolongar o tempo de residéncia
no local de absor¢ao do farmaco, permitindo a sua completa dissolucéo e posterior
absorcao. Além disso, o contato mais proximo entre a forma farmacéutica e a
membrana absorvente reduz a barreira de difusdo e tende a proteger o farmaco da
degradacao (GRABOVAC, GUGGI & BERNKOP-SCHNURCH, 2005).

O desenvolvimento de SPLC acrescidos de curcumina para administragao
bucal é, dessa forma, uma aplicacao inédita no campo farmacéutico. Portanto, tendo
como base o0 panorama atual desfavoravel as modalidades terapéuticas
convencionais para o tratamento do cancer bucal, representadas, principalmente,
pela cirurgia, radioterapia e quimioterapia e os efeitos adversos dos farmacos,
sugere-se que a utilizacdo da curcumina incorporada em SPLC mucoadesivos,
possa oferecer uma promissora e inexplorada ferramenta nanobiotecnolégica para o

tratamento do cancer bucal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar o potencial de sistemas precursores de cristais liquidos

com propriedades mucoadesivas para a administracdo bucal de curcumina visando

a otimizacao do tratamento do cancer oral.

2.2 Objetivos especificos

v

Investigar o comportamento de fases da combinagcéo do tensoativo PPG-5-
CETETH-20, agua, e acido oleico, acrescidos ou n&o quitosana e
poloxamero;

Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas liquidos cristalinos de
mesofases lamelares e hexagonais;

Avaliar o potencial precursor de mesofases de cristais liquidos visando
administragao bucal,

Caracterizar, por técnicas reoldgicas, mecanicas e de medida da forga
mucoadesiva, os sistemas estudados;

Desenvolver metodologia de quantificacdo do farmaco por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

Avaliar a cinética de liberacao através da difusdo por membrana e permeacéao

das formulagdes através de mucosa esofagica de porco.

5 ) - — 4
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Cancer bucal

Carcinoma de células escamosas (CEB) oral é o sexto tipo de cancer mais
comum em ambos os sexos em todo o mundo e a taxa de sobrevivéncia da doenca
por cinco anos é de cerca de 50%. CEB é um tumor maligno do epitélio escamoso
que reveste a mucosa oral e, por ser maligno, tende rapidamente realizar metastase
(JEMAL et al., 2011; SIEGEL, NAISHADHAM & JEMAL, 2013).

Em 2011, o CEB bucal foi responsavel por quase 3% de todos os casos de
cancer no mundo e sua incidéncia estimada € de cerca de 275 mil casos por ano,
com dois tergos desses casos ocorrendo em paises em desenvolvimento (JEMAL et
al., 2011). Em 2015, sdo estimados 45.780 novos casos, nos EUA, para ambos os
sexos, sendo 31,3% na lingua, 28,2% na boca, 33,9% na faringe e 6,6% em outras
areas da cavidade oral. A incidéncia de morte nos EUA sera de 8.650 casos, sendo
que 25,3% para cancer na lingua, 24,5% para a boca, 30,8% para a faringe e 19,4%
para outras areas da cavidade oral (SIEGEL, MILLER & JEMAL, 2015).

Estimou-se, para o Brasil, no ano de 2014, 11.280 casos novos de cancer da
cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um
risco estimado de 11,54 casos novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer da cavidade
oral em homens é o quarto mais frequente nas regides Sudeste (15,48/100 mil) e
Nordeste (7,16/100 mil). Na regido Centro-Oeste, € o quinto (8,18/100 mil) e nas
regides Sul (15,21/ 100 mil) e Norte (3,21/ 100 mil), o sexto (INCA, 2014).

As principais causas de cancer bucal sdo o consumo excessivo de alcool, uso
de tabaco (EPSTEIN, ZHANG & ROSIN, 2002; LLEWELLYN, JOHNSON &
WARNAKULASURIYA, 2004; CHITAPANARUX et al., 2006) e a exposigao a luz
solar, que é um fator causal para o cancer dos labios, semelhante ao cancer de pele
(DE ROSA et al., 1999). O papiloma virus humano (HPV) é também um dos fatores
de risco para a causa do cancer de boca (HAFKAMP et al., 2003; RAGIN & TAIOLI,
2007; ZHU et al., 2012).

A prevaléncia teve um aumento de 5,3 vezes para os homens e um aumento
de 2 vezes para as mulheres nas ultimas duas décadas (SU et al., 2007), sendo que

o0 numero de mortes anuais por cancer bucal aumentou significativamente em
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individuos do sexo masculino (CHEN et al., 2002; SIEGEL, NAISHADHAM &
JEMAL, 2013; SIEGEL, MILLER & JEMAL, 2015). A taxa de sobrevida em 5 anos
para o cancer bucal é de 66%(SIEGEL, MILLER & JEMAL, 2015), a qual possui
relagdo com mau prognoéstico ou o diagnostico tardio (JEMAL et al., 2011). As taxas
de recorréncia para CEB variam de 18-76% (SHAH & LYDIATT, 1995) para os
pacientes que se submeteram a tratamento padrdo, sendo considerada pouco
relevante na taxa de sobrevivéncia (STEELE & MEYERS, 2011).

Os estudos histopatoléogicos com possiveis investigacbes prévias de
evidéncia citologica (JOSEPH, 2002; WEINBERG & ESTEFAN, 2002; STEELE &
MEYERS, 2011) (ONOFRE et al., 1997; EPSTEIN et al., 2008; KOCH et al., 2011)
sao importantes no prognostico, muitas vezes, demorados e dispendiosos. Esses
fatores atrasam o diagndstico e consequentemente o inicio do tratamento,
resultando na reducédo na taxa de sobrevivéncia dos pacientes oncologicos (JEMAL
etal., 2011).

Os protocolos de tratamento para cancer da cavidade oral séo, incluindo a
terapia generalizada com base no estagio da doencga, a remogao cirurgica do tumor,
a radioterapia, a quimioterapia e quimioterapia de indug¢do, que se inicia antes de
qualquer tratamento cirurgico ou de radioterapia, para a doenga avangada
(VISSCHER, 2008; HULLMANN & REICHERT, 2011). Nas terapias atuais, alguns
farmacos podem ser usados isoladamente ou em combinacao para o tratamento de
cancer bucal, tais como a cisplatina, cetuximab, fluorouracilo, paclitaxel, docetaxel e
metotrexato (CATIMEL et al., 1994; CLAVEL et al., 1994; BACHAUD et al., 1996;
ADELSTEIN et al., 2003; BASELGA et al., 2005 BONNER et al, 2006;
VERMORKEN et al., 2007; VERMORKEN et al., 2008; HADDAD et al., 2009).

A administracao oral de farmacos antineoplasicos é preferida pelos pacientes
por sua conveniéncia e potencial de tratamento ambulatorial. Além disso, a
administracdo oral facilita a exposicdo prolongada a um agente citotoxico
(TERWOGT et al., 1999). No entanto, a baixa solubilidade em fluidos aquosos, baixa
permeabilidade e baixa biodisponibilidade dos farmacos sao denotados como
limitagdes para quimioterapia oral (DEVALAPALLY, CHAKILAM & AMIJI, 2007;
FAHR & LIU, 2007; AGUEROS et al., 2009; GOKCE, OZYAZICI & SOUTO, 2010;
ZHANG et al., 2014).
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Por outro lado, administracédo intravenosa € direta, e supera os padrdes de
absor¢cdo variavel do trato gastrointestinal, sendo que esta via leva a
biodisponibilidade imediata e completa; assim, tem o potencial de ser prejudicial, ja
que elevadas concentragdes de farmacos também sdo entregues aos tecidos
normais (KRUIJTZER, BEIUNEN & SCHELLENS, 2002; MURPHY & MIDDLETON,
2012), causando um maior dano aos tecidos saudaveis e aumento de reagdes
adversas (MURPHY & MIDDLETON, 2012; WELLS et al., 2014), tais como mucosite,
xerostomia e infecgdes na regido bucal (WONG, 2014).

Para superar as limitagdes das técnicas de tratamento de cancer em curso, a
comunidade cientifica pode utilizar da nanotecnologia para desenvolver sistemas
novos e mais eficazes de transporte de farmacos para otimizar rotas de tratamento

por diversas vias de administracao.

3.2 Curcumina

Curcumina [1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona] (Figura
1) (LITWINIENKO & INGOLD, 2004) é um dos principais componentes do agafrao,
produzido a partir do rizoma da planta Curcuma longa (AGGARWAL, KUMAR &
BHARTI, 2003).

A curcumina é um produto natural hidrofébico, que é composta por dois anéis
fendlicos, cada um, substituidos com uma funcionalidade éter metoxi em posicao
orto. Os dois anéis fendlicos estao ligados através de um ligante alifatico insaturado
hepteno em posigao para que também contém uma funcionalidade a, 3 dicetona em
carbono 3 e 5, sendo que essa funcionalidade de dicetona pode ser submetido a
tautomerizagao reversivel entre a forma endlica e cetbnica (PAYTON, SANDUSKY &
ALWORTH, 2007).

A tautomerizacdo da curcumina ocorre de um modo dependente do pH, com a
forma de bis-ceto predominando em solucdes acidas e neutras, e a forma de enol,
em solugdes alcalinas (SHARMA, GESCHER & STEWARD, 2005).
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Figura 1. Férmula estrutural da curcumina.

A curcumina possui baixa absor¢do no trato grastrointestinal, baixa
biodisponibilidade e metabolizacdo rapida (ANAND et al.,, 2007), além da dose
administrada por via oral ser excretada nas fezes e na urina, sendo pouco detectada
no plasma sanguineo (PAN, HUANG & LIN, 1999). Outro fator limitante € a sua
solubilidade, sendo praticamente insoluvel em agua ou pH acido e neutro, além de
que em condicbes de pH alcalino se torna instavel levando a degradacao,
contribuindo para a sua pobre absorgéo e baixa biodisponibilidade (WAHLSTROM &
BLENNOW, 1978; RAVINDRANATH & CHANDRASEKHARA, 1980;
RAVINDRANATH & CHANDRASEKHARA, 1981).

Segundo ANSARI et al. (2005), a estabilidade da curcumina é aumentada pela
reducdo do pH, devido a manutengdo da estrutura dieno conjugada da molécula.
Quando o ajuste do pH para valores neutro ou alcalino é realizado, o préton do
grupamento fendlico é removido, levando a destruicdo desta estrutura. O-trans-6-(4'-
hidroxi-3'-metoxi-fenil)-2,4-dioxo-5-hexenal foi previsto como principal produto de
degradagdo e a vanilina, o acido ferulico e o metano-feruloil foram identificados
como produtos de degradagado minoritarios.

Recentemente, a curcumina tem atraido interesse como um agente citotoxico e
citostatico em potencial, tanto para fins quimiopreventivos quanto quimioterapicos
(AGGARWAL, KUMAR & BHARTI, 2003; AGGARWAL & SHISHODIA, 2006). A
curcumina pode efetivamente inibir as fases da carcinogénese, incluindo
transformacdo, a iniciagcdo, promocgao, invasdo, angiogénese e metastase
(AGGARWAL, KUMAR & BHARTI, 2003; SHARMA, GESCHER & STEWARD, 2005;
SHISHODIA, SETHI & AGGARWAL, 2005; AGGARWAL & SHISHODIA, 2006;
SHISHODIA, CHATURVEDI & AGGARWAL, 2007).

Esta molécula exerce uma grande variedade de efeitos farmacoldégicos no
cancer, tais como indugao da paragem do ciclo celular (AGGARWAL, KUMAR &
BHARTI, 2003), inibicdo da proliferagdo e do crescimento celular (AGGARWAL,
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KUMAR & BHARTI, 2003; BEEVERS et al., 2006; GUPTA et al., 2010), inibicdo da
motilidade celular (BEEVERS et al., 2006), indugado da apoptose (BEEVERS et al.,
2006) e acao anti-inflamatoria (GUPTA et al., 2010).

Uma maior atencdo tem sido dada ao fator nuclear kappa B (NF-kB)
(AGGARWAL & SHISHODIA, 2004; SUNG et al., 2011), o qual esta envolvido na
expressao de genes ligados com a promogao de tumores, angiogénese, metastase
e resisténcia aos farmacos antitumorais (GARG & AGGARWAL, 2002), além do
baixo fluxo sanguineo no microambiente tumoral e a hipdxia resultante ativarem o
NF-kB, sendo que a expressao de NF-kB esta ligada com a ativacéo de fatores de
crescimento e de vascularizacdo no sitio tumoral (SETHI, SUNG & AGGARWAL,
2008) levando a maior progressao e crescimento do tumor. GARG & AGGARWAL
(2002) relataram que a transcricdo de NF-kB €& um alvo importante para
desenvolvimento de farmacos antitumorais.

Neste sentido, estudos realizados por AGGARWAL et al. (2004) demonstraram
que a curcumina é capaz de inibir o NF-kB em CEB. Sabe-se que o NF-kB esta
envolvido diretamente com a tumorgénese, sendo ativado por substancias
carcinogénicas, citocinas inflamatérias e fatores de estresse extracelular, que
contribuem para o desenvolvimento de cancer de células escamosas orais, podendo
levar a angiogénese, invasao tumoral e metastase (BEN-NERIAH & KARIN, 2011).

KIM et al. (2012) estudaram a indugdo de autofagia, pela formacdo de
vacuolos autofagicos, apds a exposi¢gao a curcumina . A autofagia € um fenémeno
envolvendo o sequestro e de degradacéo de organelas intracelular em lisossomas.
Alguns estudos tém indicado um papel importante do processo de autofagia na
terapia atual do cancer (BURSCH et al.,, 2000; TSUJIMOTO & SHIMIZU, 2005;
OUYANG et al., 2012).

LIAO et al. (2011) verificaram uma reducao significativa na viabilidade das
células de carcinoma oral tratadas com curcumina, através do processo de indugao
de apoptose e também associada com a regulacdo negativa de Notch-1 e NF-kB.
Dessa forma, a regulacdo negativa de Notch-1 pela curcumina pode ser uma
abordagem eficaz, j4 que causam também regulagdo negativa de NF-kB, o que
resulta na inibigdo do crescimento celular e invasio. Estes resultados sugerem que
a atividade antitumoral da curcumina € mediada através de um mecanismo novo

envolvendo a inativagado de Notch-1 e das vias sinalizagdo de NF-kB.

) ) Vz — 4
Q%f////ﬁ c%d?(’(ﬁ- %///(/J



) 7
Dirriiie ity %/@Z/?//f(l o4

Estudos realizados por SHARMA et al. (2006) mostraram que a exposi¢ao ao
extrato de tabaco sem fumaca resultou no aumento da expresséao e ativagao do NF-
kB e da ciclooxigenase-2 (COX-2) em sistemas de células bucais humanas in vitro.
Entretanto, o tratamento das células expostas com curcumina levou a uma
diminuicdo da expressao de NF-kB e da COX-2.

O primeiro estudo conduzido sobre o efeito da curcumina em células tumorais
bucais foi realizado por ELATTAR & VIRJI (2000). Neste estudo, foi utilizada
linhagem celular humana de carcinoma de células escamosas (SSC-25) e foi
avaliado que a curcumina induziu a inibi¢cao significativa dependente da dose, tanto
no crescimento celular, como também na proliferacdo celular. Com base nestes
resultados, concluiu-se que a curcumina é consideravelmente mais potente do que a
quercetina, enquanto a cisplatina é cinco vezes mais potente do que a curcumina na
inibicdo do crescimento de SCC-25.

Em resumo, varios estudos relatam a agao curcumina na inibigao de NF-kB e
que este fator participa na expressdo de genes envolvidos em respostas
inflamatdrias e imunes, na proliferacéo celular e sobrevivéncia de células (KARIN,
2006). Os niveis de NF-kB aumentam gradualmente a partir da fase de leséo pré-
maligna até sua progresséo ao cancer invasivo, indicando um papel importante para
as fases iniciais da carcinogénese (BINDHU et al., 2006; KARIN, 2006). Em CEB, a
reducao da atividade de NF-kB resulta em baixos niveis de interleucina (IL),
incluindo os niveis de IL-2, IL-6 e IL-8. Além disso, a IL-8 desempenha um papel
importante na indug¢do do processo de angiogénese (RICHMOND, 2002) e
consequentemente no crescimento tumoral.

O grande potencial farmacolégico da curcumina e suas aplicacbes
terapéuticas sao limitados principalmente pelas suas caracteristicas fisico-quimicas,
como a lipofilicidade, que resulta em restricbes farmacocinéticas, tais como baixa
absorgao por via oral, metabolismo hepatico extenso e rapida eliminagao (SHARMA
& STEWARD, 2007; ANAND et al., 2008). Dessa forma, o emprego de sistemas de
liberacdo controlada e de vias alternativas de administragcdo podem ser estratégias
atraentes para a sua administracdo (BHARDWAJ & KUMAR, 2012).
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3.3 Cristais liquidos

Os cristais liquidos (LCs) sao mesofases auto-organizadas com propriedades
intermédias entre sdlidos cristalinos e liquidos isotropicos (LARSSON, 1989; SINGH,
2000; MALMSTEN, 2002; MALMSTEN, 2007; PATEL & PATEL, 2010).

LCs sao classificados como termotrépicos ou liotrépicos dependendo do
parametro fisico-quimico responsavel pela sua transicdo de mesofase. A formagao
de mesofases pode ser delineada pelo aumento da temperatura ou pela adicdo de
um solvente, que corresponde a diferenciacdo entre termotropicos e liotropicos,
respectivamente (MALMSTEN, 2007; PATEL & PATEL, 2010).

Sistemas termotrépicos sao classificados como nematicos, esméticos e
colestéricos (FLORENCE & ATTWOOD, 2006; PATEL & PATEL, 2010) os quais séao
apresentados na Figura 2. A fase nematica tem uma estrutura simples quando
comparada com todas as mesofases e € caracterizada pela ordem de orientagao
uni-direcional das moléculas em virtude da correlagdo do eixo principal molecular
(DONNIO et al., 2007), mas ndo sao organizadas em camadas (FLORENCE &
ATTWOOD, 2006). Ja a fase colestérica ndo apresenta ordem posicional de longo
alcance, mas apresenta ordem orientacional. Os colestéricos se assemelham aos
nematicos, a diferenca € que a ordem orientacional, em uma escala maior, varia
seguindo uma conformagao helicoidal (FLORENCE & ATTWOOD, 2006). A fase
esmética é caracterizada por apresentar uma distribuicdo espacial com ordem
superior a dos nematicos e colestéricos (PATEL & PATEL, 2010). As moléculas s&o
distribuidas em camadas com um espagamento bem definido. Apesar das camadas
possuirem uma grande regularidade entre si, ndo ha uma regularidade no
posicionamento das moléculas em cada camada (FLORENCE & ATTWOOD, 2006).
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Figura 2. Desenho esquematico do rearranjo molecular de cristais liquidos termotropicos,
sendo: mesofase nematica (A), esmética (B) e colestérica (C).
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Adaptado de: DONNIO et al. (2007) e PATEL & PATEL (2010).
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CLs liotropicos sao formados pela mistura de uma molécula anfifilica e
solventes, como dleos e agua que, em uma temperatura e concentragdes desses
dos solventes, podem se organizar em um mesofase. As mesofases formadas
podem ser do tipo lamelar, hexagonal ou cubica (PATEL & PATEL, 2010), conforme
mostrado na Figura 3. A fase lamelar consiste de bicamadas de moléculas anfifilicas
separadas por agua. As estruturas hexagonais consistem em agregados lipidicos
cilindricos num meio continuo de agua. As fases cubicas consistem em micelas
normais ou reversas justamente empacotadas em simetria cubica ou bicontinua.
Dependendo do tipo da fase cubica formada, a curvatura do filme formado pelo
tensoativo varia consideravelmente (MALMSTEN, 2002). A fase cubica é uma
estrutura complexa, cuja interface cadeia carbbnica/agua pode ter curvaturas
positivas e negativas (FLORENCE & ATTWOOD, 2006).
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Figura 3. Representacbes esquematicas de fases liquidos cristalinas formadas por
anfifilicos em agua, sendo lamelar (a), hexagonal (b) e cubica (c).
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Adaptado de: ISRAELACHVILI (1991)

A abordagem mais difusa para a racionalizacdo das diferentes estruturas
encontradas nos cristais liquidos liotropicos baseia-se no conceito do parametro de
empacotamento critico (PEC) (ISRAELACHVILI, MITCHELL & NINHAM, 1976;
ISRAELACHVILI 1991).0 PEC é um valor geométrico que consiste na relacao entre
o volume da cauda hidrofébica (v), o volume da area de cabeca polar (A) e o
comprimento da cauda hidrofdbica (). Pelas alteragdes de valores do PEC, pode-se
prever aproximadamente a ordem de transicido de tensoativos associados com a
mudanca na curvatura da agua ou 6leo na interface (MALMSTEN, 2002). A Figura 4
mostra a correspondéncia entre varias mesofases e sua correspondéncia com o
CEP.
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Figura 4. Formacao de estruturas liquido-cristalianas baseada no Parametro de
Empactamento Critico (PEC) do tensoativo.
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Adaptado de: MEZZENGA (2012)

O PEC prevé essencialmente duas classes de morfologias. Quando o valor de
PEC for menor que 1 sdo esperadas morfologias do tipo 6leo em agua, em que as
cabecas polares estdo se formando uma interface convexa contra a agua. Por outro
lado, para PEC maior que 1, a inversao de fase ocorre e observa-se morfologias do
tipo agua em 6leo, em que as superficies cdncavas da cabega polar estdo contra a
agua. As interfaces planas, o que corresponde a fase lamelar La sdo encontrados
para valor de PEC igual a 1. Para a formacdo de micelas invertidas ou fase
hexagonal invertida ou as fases cubicas invertidas sdo esperados valores de CEP
menor ou igual a 1, as fases hexagonais possuem valores entre 1/3 e 1/2; e micelas
quando os valores sao menores que 1/3 (MALMSTEN, 2002; SAGALOWICZ et al.,
2006).

O PEC tem sido amplamente utilizado para prever e racionalizar as diferengas
observadas entre fases liquidas cristalinas e mudancas fisicas, como, por exemplo,
as alteragdes que ocorrem no PEC com a temperatura e a composi¢cao de

tensoativos. O aumento de temperatura leva ao rompimento parcial das ligacdes de
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hidrogénio, reduzindo a quantidade de moléculas de agua solvatando as cabegas
polares dos tensoativos, levando a um aumento do CEP, porque diminui a area de
cabeca polar. Isto pode também explicar a transicdo de mesofase cubica para
hexagonal, por exemplo (QIU & CAFFREY, 2000).

Com base na literatura publicada, muitos fatores podem influenciar os
comportamentos de fase de mesofases cubicas e hexagonais. A adigdo de uma
terceira substancia, como o acido oleico, trioleina, diglicerol monoleato,
fosfatidilcolina de soja, palmitato de retinol, e tetradecano, pode modular as texturas
das mesofases e até mesmo resultar na transigcdo de fase (NAKANO et al., 2002;
YAGHMUR et al., 2004; YAGHMUR et al., 2006). Foi relatado que o aumento ou a
diminuicao da temperatura ou pressao, também pode induzir a transicdo de fase de
mesofases (YAGHMUR et al., 2009). Além disso, a concentracdo de sal e valor do
pH tem um efeito sobre o comportamento da transicao de fase de CLs (AWAD et al.,
2005; OKAMOTO et al., 2008).

O conceito do PEC é limitado a uma interpretacéo qualitativa dos diagramas
de fase e nao pode ser usado para trazer uma visdo sobre a complexidade estrutural
das mesofases, nem sobre 0os mecanismos supramoleculares que regulam o seu

comportamento de organizacéo estrutural (MEZZENGA, 2012).

3.4 Estratégias para liberagao de farmacos utilizando a via bucal

A liberacdo de farmacos para a via bucal tem ganho grande interesse no
campo farmacéutico (SMART, 2005b). Esse interesse tem aumentado, pois quando
a via bucal € comparada com a administragcéo oral, apresenta vantagens que podem
maximizar o potencial terapéutico de farmacos ou moléculas bioativas (PATEL, LIU
& BROWN, 2011).

Quando um farmaco é administrado pela via bucal, ele tende ndo sofrer
metabolismo pré-sistémico, como acontece no trato gastrointestinal, bem como o
metabolismo de primeira passagem no figado apdés a absorcdo para a corrente
circulatoria (PATEL, LIU & BROWN, 2011; PATEL, LIU & BROWN, 2012).

O principal desafio para o sucesso da liberagao bucal é o tempo de residéncia
da forma farmacéutica no ambiente bucal. Durante a administracédo bucal, as formas

farmacéuticas precisam manter contato com a membrana mucosa para permitir que
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os farmacos possam atuar no local de aplicagdo, ou serem absorvidos através da
mucosa. No entanto, o cisalhamento no ambiente bucal, provocado pelo fluxo de
saliva, ingestdo de alimentos, movimento da boca para deglutir ou até mesmo pela
fala, podem impedir que tais dispositivos sejam aderidos a mucosa bucal, levando a
uma reducdo ou nenhuma eficacia (PATEL, LIU & BROWN, 2012).

A mucosa bucal reveste o interior da bochecha, bem como a area entre as
gengivas e os labios superior e inferior (KRAAN et al., 2014) e tem uma area média
de superficie de 100 cm? (SATTAR, SAYED & LANE, 2014). Sua fungéo principal é
proteger os tecidos subjacentes de danos mecéanicos e quimicos e a entrada de
xenobioticos (SATTAR, SAYED & LANE, 2014).

A anatomia do sitio bucal consiste em trés tipos de mucosa oral: a mucosa de
revestimento encontrada no exterior do vestibulo oral, a regido sublingual e a
mucosa especializada. A mucosa especializada € encontrada na superficie dorsal da
lingua, enquanto a mucosa mastigatoria é encontrada no palato duro e nas gengivas
(SMART, 2004). A mucosa de revestimento compreende cerca de 60%, a mucosa
mastigatoria aproximadamente 25%, e a mucosa especializada aproximadamente
15% da area total da superficie da mucosa oral em um ser humano adulto (COLLINS
& DAWES, 1987). As estruturas anato-morfoldgicas e histolégicas da cavidade bucal

estdo representadas na Figura 5A e 5B, respectivamente.

Figura 5. Representacao esquematica dos diferentes revestimentos da mucosa da boca (A).
Diagrama esquematico das estruturas Eresentes na mucosa bucal (B).
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Adaptado de: SQUIER & KREMER (2001) e SMART (2004), respectivamente.

A mucosa mastigatéria esta localizada nas regides particularmente sensiveis

as tensdes resultantes de atividade de mastigacdo. As células superficiais da
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mucosa mastigatéria sdo queratinizadas e uma lamina prépria liga firmemente a
mucosa ao peridésteo subjacente. A mucosa de revestimento, por outro lado, ndo é
tdo sujeita a essas cargas mastigatorias e, consequentemente, tem um epitélio nao
queratinizado, que fica em uma lamina propria fina e elastica, aderido a uma
submucosa. A mucosa presente no dorso da lingua € uma mucosa gustativa
especializada, que tem superficies com papilas (COLLINS & DAWES, 1987).

As espessuras das mucosas variam de 500-800 ym para a mucosa bucal e
para a mucosa sublingual e gengival, com valores entre 100-200 um de espessura
(GANDHI & ROBINSON, 1994). A natureza do revestimento epitelial varia de acordo
com a fungdo do tecido, mas em geral ele funciona como uma barreira para
farmacos lipofilicos (GANDHI & ROBINSON, 1994).

A saliva é um fluido aquoso moderadamente viscoso secretado pelas
glandulas parétida, submandibular e sublingual (FARNAUD et al.,, 2010). Uma
pelicula salivar (pelicula) € distribuida sobre as superficies da boca, revestindo as
células epiteliais e esmalte dentario (BRADWAY et al., 1989) e a espessura da
pelicula salivar é calculada como sendo de apenas 70-100 um (COLLINS & DAWES,
1987).

Os principais componentes da saliva sdo muco, proteinas, sais minerais e
enzimas. A saliva é considerada um sistema tampao fraco com um pH de 5,5 - 7,
sendo que a faixa de pH depende da composi¢gdo e composicdo idnica que sao
afetados pelo tipo e grau de estimulagao (olfato, paladar, e tipo de alimento) e hora
do dia. A taxa de fluxo salivar normal é de aproximadamente 0,5 mL.min™,
resultando na secrecédo diaria entre 0,5 e 2 L, mas devido a degluticdo continua, o
volume constante da saliva na boca é de aproximadamente 1 mL (PATEL, LIU &
BROWN, 2011; SATTAR, SAYED & LANE, 2014).

O muco é um material secretado como um componente da saliva pelas
glandulas salivares. E composto principalmente glicoproteinas que sdo chamadas de
mucinas, que sdo macromoléculas com um peso molecular entre 0,5 e 20 MDa
(TABAK et al., 1982). SLOMIANY et al. (1996) revisaram os aspectos moleculares
de mucinas salivares e da natureza das interacbes da mucosa oral com a mucina.
As cargas negativas das mucinas, em valores de pH fisiolégicos, resultam na
presenca de residuos de acido sialico e sulfato. Estas cargas negativas permitem

que a mucina se ligue a superficie de células epiteliais, formando uma camada
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gelatinosa. Um receptor para mucinas salivares também foi identificado e
caracterizado na mucosa bucal (SLOMIANY et al., 1993) o que pode contribuir para
a adesao na superficie do epitélio bucal.

PADERNI et al. (2012) relataram que administracdo de farmacos através da
mucosa bucal pode ser subdividida em duas abordagens diferentes que podem
resultar num efeito local ou sistémico. Essa variabilidade é resultante das diferencas
regionais, em termos de caracteristicas anatdmicas e de permeabilidade, de cada
sitio anatémico.

As mucosas queratinizadas, presentes na mucosa gengival e palatal duro,
nao sao consideradas ainda um local para a administracdo sistémica, sendo
considerados como locais Uteis para a entrega local de farmacos no tratamento de
doencas orais localizadas na gengiva ou no palato (PADERNI et al., 2012).

A administracdo através da mucosa nao queratinizada pode ser subdividida
em duas abordagens: a liberagdo pela via sublingual e entrega pela mucosa bucal
(PADERNI et al, 2012). A mucosa sublingual € mais permeavel, rica em
vascularizagdo e mais fina que a mucosa bucal, tornando-se assim um local viavel
para um rapido inicio de absorcdo (MADHAV et al., 2009). Dessa forma, a via
sublingual é geralmente usada para a distribuicdo sistémica no tratamento de
desordens agudas. No entanto, a superficie dessa mucosa € constantemente lavada
pela saliva e o cisalhamento exercido pela lingua faz com que seja dificil de manter
a forma farmacéutica em contato com a mucosa (MADHAV et al., 2009).

A mucosa bucal que reveste as bochechas € menos permeavel, sendo
incapaz de proporcionar um rapido inicio de absor¢ao, quando comparada com a
mucosa sublingual; porém, pode ter efeitos locais ou sistémicos quando farmacos
sdo administrados (HARRIS & ROBINSON, 1992; PADERNI et al., 2012). A
superficie da mucosa bucal é relativamente imével e mais permeavel do que os
outros tecidos da mucosa oral. Assim, torna-se um local de escolha para a
administracao de sistemas de liberagcao controlada que precisam ficar aderidos por
um prolongado periodo (MADHAV et al., 2009).

Os principais fatores que afetam a absorcao de farmacos pela via bucal séo
as propriedades fisico-quimicas do farmaco, os processos biolégicos envolvidos na
cavidade bucal e o tipo de dispositivo delineado (REPKA, CHEN & CHAN, 2010).
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Os farmacos podem alcancgar as estruturas adjacentes locais ou a circulagao
sistémica pelas vias transcelulares, paracelulares ou por um mecanismo sinérgico
utilizando as duas vias simultaneamente. A permeacédo do farmaco pelas células
epiteliais envolve o transporte através da membrana apical celular, o espago

intracelular e a membrana basolateral como mostrado na Figura 6.

Figura 6. Mecanismos de transporte de moléculas pela via bucal, sendo (1) transporte
transcelular ou intracelular e (2) transporte intercelular ou paracelular.
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Adaptado de:SENEL & HINCAL (2001)

O transporte de farmacos através da via transcelular, também conhecida
como a via intracelular, pode ocorrer por difusdo para moléculas com peso molecular
baixo ou pelo transporte ativo, também conhecido como difusdo facilitada, para
compostos polares ou ibnicos; ou pela endocitose e transcitose para
macromoléculas (GHOSH & PFISTER, 2005).

O transporte de moléculas através da via intracelular € um complexo
fendbmeno que é dependente de varios parametros fisico-quimico dos farmacos,
como, por exemplo, o peso molecular, coeficiente de particdo 6leo/agua, carga
ibnica e a conformacao estrutural. Os compostos lipofilicos e pequenas moléculas

hidrofébicas predominantemente sofrem transporte intracelular, onde a difuséo é
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inversamente proporcional a quantidade de granulos de revestimento da membrana
presente nos espacos intracelulares da matriz (GANDHI & ROBINSON, 1994).

Uma vez que a membrana da célula é de natureza lipofilica, farmacos
hidrofilicos terdo dificuldade de permear a membrana celular devido ao seu baixo
coeficiente de particdo. O transporte passivo de compostos hidrofilicos, incluindo
macromoléculas, tais como peptideos e proteinas, pode ser aumentado pela
interacédo dos excipientes da formulagdo com a bicamada fosfolipidica e as proteinas
integradas da membrana. Solutos soluveis em agua, tais como aminoacidos, ions e
acgucares, podem ser difundidos através dos poros presentes das membranas das
células (GHOSH & PFISTER, 2005).

A permeacéao de farmaco através das células epiteliais envolve o transporte,
dependendo do carater do farmaco. No caso de farmacos lipofilicos o percurso é
realizado pela bicamada lipidica e, para farmacos hidrofilicos, ocorre uma interacéao
associada com as regides aquosas adjacentes aos grupos polares da cabega dos
fosfolipidios presente nas bicamadas lipidicas (VEUILLEZ et al., 2001).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para o aumento de transporte de
farmaco através dos tecidos da cavidade oral, como a utilizacdo de promotores de
permeacdo, como acidos graxos e tensoativos (GHOSH & PFISTER, 2005;
NICOLAZZO, REED & FINNIN, 2005; REPKA, CHEN & CHAN, 2010) e a utilizagao
de polimeros mucoadesivos.

O acido oleico pode atuar como um permeador tendo um mecanismo
proposto de interacdo com as cadeias carbOnicas dos lipideos da membrana,
provocando uma perturbagdo do empacotamento na regido das cabecas polares da
bicamada lipidica, resultando num aumento da fluidez dos dominios de fosfolipideos
da membrana (TURUNEN et al., 1994, GANEM-QUINTANAR et al., 1998). Estudos
visando o aumento da permeabilidade bucal de farmacos com &acido oleico foram
reportados por LEE & KELLAWAY (2000), MORISHITA et al. (2001), NAKANO et al.
(2002), BIRUDARAJ et al. (2005), LOPES et al. (2006), RATHI et al. (2011), CAON
et al. (2014) e SHILEDAR, TAGALPALLEWAR & KOKARE (2014).

O uso de tensoativos mostrou aumentar a permeabilidade de varios
compostos através da mucosa bucal, tanto em estudos in vitro como in vivo,
segundo SHIN & KIM (2000), NICOLAZZO, REED & FINNIN (2004), MAHALINGAM
et al. (2007), OH et al. (2011) e RAI, TAN & MICHNIAK-KOHN (2011). Os dados
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obtidos a partir destes estudos sugerem fortemente que o aumento da
permeabilidade € devido a um efeito dos tensoativos sobre os lipideos intercelulares
das mucosas.

Bioadesao pode ser definido como o estado no qual dois materiais, pelo
menos um dos quais é de natureza biolégica, sdo mantidos juntos por um periodo de
tempo prolongado, por meio de forgas interfaciais (SMART, 2005a; SMART, 2005b).
Sistemas bioadesivos aplicados em mucosas frequentemente sédo definidos como
mucoadesivos, mas o uso desses termos podem ser intercambiaveis (LEUNG &
ROBINSON, 1990).

Sistemas mucoadesivos podem ser definidos como aqueles que se ligam as
moléculas da camada de muco, mas, na realidade, é dificil discernir se a interagao
ocorre na superficie celular ou entre as moléculas do material e da camada de
muco. Também, para muitos materiais bioadesivos, a interagdo acontece com as
duas estruturas (CARVALHO, CHORILLI & GREMIAO, 2014).

Durante a década de 1980, este conceito comegou a ser aplicado a sistemas
de liberacdo de farmacos. Trata-se da incorporacdo de moléculas adesivas em
algum tipo de formulacédo farmacéutica destinada a permanecer em contato com o
tecido de absorgao, liberando o farmaco no local de acdo, aumentando sua
biodisponibilidade e promovendo efeitos locais ou sistémicos (BODDUPALLI et al.,
2010).

O mecanismo de adesdo de determinadas moléculas sobre a superficie de
um tecido ou mucosa nao é ainda muito bem compreendido. A forma farmacéutica
mucoadesiva deve se espalhar sobre o substrato para iniciar um contato com a
superficie, promovendo a difusdo de suas cadeias dentro do muco. As forcas de
atracao e repulsdo surgem, sendo que para que ocorra a mucoadesao, deve haver
um predominio das formas de atragao.

Dessa forma, o mecanismo de mucoadeséo € geralmente dividido em duas
etapas, a etapa de contato e a fase de consolidagdo, ambas mostradas na Figura 7.
A primeira fase é caracterizada pelo contato entre o material € a membrana mucosa,
onde correra o espalhamento e intumescimento da formulagéo, iniciando um contato
mais intimo com a camada de muco (HAGERSTROM, EDSMAN & STR@MME,
2003)
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Figura 7. Dois estagios do processo de mucoadesao: estagio de contado e de consolidagao.
ESTAGIO DE ESTAGIO DE
CONTATO CONSOLIDACAO

Forma
farmacéutica

Adaptado de: SMART (2005a)

Y, Area de contato
/
/

Camadade

muco .
N
AN

No passo seguinte, na fase de consolidagdo, mostrado na Figura 7, os
materiais mucoadesivos, em virtude da presencga pela presenca de agua, iniciam
uma interacdo molecular com o muco por uma fraca forgca de van der Waals ou
ligagdes de hidrogénio (SMART, 2005a).

Basicamente, existem duas teorias que explicam o passo de consolidagao: a
teoria da difusdo e da teoria da desidratacao. De acordo com a teoria da difuséo, as
moléculas mucoadesivas e as glicoproteinas do muco interagem mutuamente por
meio de interpenetragdo das suas cadeias e da construgao de ligagdes secundarias
(SMART, 2005b).

A teoria da difusdo tende a acontecer com o dispositivo mucoadesivo que
possui caracteristicas que favorecem as interacdes, tanto quimicas e mecanicas,
com o muco. Moléculas com grupos funcionais que possam interagir por ligagdes de
hidrogénio (OH, -COOH), com carga de superficie anidnica; ou cadeias flexiveis,
podem interagir e penetrar na camada de muco (MATHIOWITZ, CHICKERING &
LEHR, 1999)

A teoria eletrbnica é baseada no pressuposto de que ambos os materiais
mucoadesivos e biolégicos possuem cargas elétricas opostas. Assim, quando
entram em contato, eles transferem elétrons para a constru¢cdo de uma camada

dupla na interface, em que as forgas de atracdo dentro desta camada determinam a
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forca mucoadesiva. Outra teoria importante € a teoria de adsor¢ao, onde o material
adere ao muco por interagdes quimicas secundarias, tais como van der Waals e
ligacdes de hidrogénio, atragao eletrostatica ou de interagbes hidrofébicas (SMART,
2005b).

A mucoadesao pode ser explicada por varias outras teorias; entretanto, esse
€ um processo complexo em que podem existir dois ou mais mecanismos atuando
concomitantemente, levando a um efeito sinérgico do processo de mucoadesao.

Diversos sistemas de liberagdo de farmacos podem ser aplicados para a via
bucal e podem ser explorados em funcéo das propriedades do sitio anatémico, como
o pH, temperatura e a saliva presente.

De acordo com MALMSTEN (2002), os sistemas liquidos cristalinos sao
interessantes para a via bucal, pois podem ocorrer transicbes de mesofases,
aumentando a viscosidade em presenga de saliva, gerando sistemas precursores de
cristais liquidos. A alta viscosidade dos cristais liquidos, em alguns casos, pode
dificultar sua aplicagao por meio de algumas vias, pois € dificil a administracdo de
formulagbes muito rigidas. Por isso, as transigcbes de fases in situ de sistemas
liquidos para uma mesofase de maior viscosidade s&o de extrema importancia para
o delineamento dos cristais liquidos como sistemas de liberacdo (MALMSTEN, 2002;
MALMSTEN, 2007).

Os sistemas farmacéuticos com baixa viscosidade podem ser interessantes
para a aplicacao local de farmacos anestésicos para a cavidade oral ou de farmacos
antimicrobianos no tratamento de doencas periodontais (BRUSCHI et al., 2007;
BRUSCHI et al., 2008). A transicao de mesofase leva ao aumento da viscosidade da
formulacdo, que pode promover a fixacdo da formulagdo num local de acéao
desejado apds sua administracdo in situ. Estas propriedades podem ser uma
excelente estratégia para o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos
(CARVALHO, 2012).

A teoria da mucoadesao para sistemas liquido-cristalinos pode ser explicada
pelo aumento da viscosidade, durante a transi¢cao de fase, que leva ao aumento da
adesividade do sistema sobre uma superficie de contato (CARVALHO et al., 2013).
Esse mesmo mecanismo de mucoadesao pode ser também atribuido aos hidrogéis
de poloxameros que sofrem um aumento de viscosidade, passando do estado
liquido para semissolidos, pela transi¢cao de temperatura, acarretando no aumento
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da adesividade da formulagdo no local de aplicagdo e consequentemente no
aumento da retengdo da forma farmacéutica (SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG &
JOHNSTON, 2005; LAFFLEUR, 2014).

Outro mecanismo proposto difere da interagdo classica entre substrato e
mucina, mas sim entre substrato e agua. Este processo de mucoadesdo se mostra
inversamente proporcional a quantidade de agua no sistema formado e sugere que
sistemas lamelares possuem propriedades mucoadesivas maiores com relagdo ao
hexagonal (LEE, YOUNG & KELLAWAY, 2001).

A utilizacdo de mesofases liquido-cristalinas tem sido estudada por diversos
autores para a liberacado bucal de farmacos, vide Quadro 1, resultando em sistemas
promissores para a veiculagao de farmacos e moléculas bioativas para o tratamento

de doencas bucais ou na liberagao sistémica de farmacos.
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Quadro 1. Resumo geral de sistemas liquido-cristalinos, sua composicao, estrutura formada e farmaco, com aplicabilidade para a via bucal.

Composicao Estrutura Farmaco Literatura
Monoleina/agua Lamelar Peptideo [D-Ala?, D-Leu®] encefalina LEE & KELLAWAY
(2002)
Monoleina/agua/poloxédmero Hexagonal | Progesterona SWARNAKAR et al
(2007)

PPG-5-CETETH-20/miristato de isopropila e agua | ND? Microparticulas de gelatina contendo propolis BRUSCHI et al. (2008)

Monoleina/agua Lamelar Polihexametilenobiguanida CREMONEZ, BENTLEY
Cubica & LARA (2013)

Monoleina/agua Lamelar Polihexametilenobiguanida SOUZA et al. (2014)
Cubica

Fitantriol/agua Hexagonal | Triancinolona (DU et al., 2014)

Acido oleico/PPG-5-CETETH-20/Agua/Poloxamero | Lamelar Peptideo KSL-w BERNEGOSSI (2014)

407 Hexagonal

Acido oleico/PPG-5-CETETH-20/Agua/Quitosana | Lamelar Peptideo p1025 CALIXTO (2013)
Hexagonal

Acido oleico/PPG-5-CETETH-20/Agua/Policarbofil | Lamelar Peptideo p1025 CALIXTO (2013)
Hexagonal

Acido  oleico/PPG-5-CETETH-20/Agua/Carbopol | Lamelar Peptideo p1025 CALIXTO (2013)

974P Hexagonal

Acido oleico/PPG-5-CETETH Lamelar Peptideo p1025 CALIXTO (2013)

20/Agua/Hidroxietilcelulose Hexagonal

Acido oleico/PPG-5-CETETH-20/Agua/Quitosana | Hexagonal | ND? VICTORELLI, CALIXTO

e polietilenoimina

& CHORILLI (2014)

@ N&o disponivel na literatura consultada
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Uma estratégia utilizada para aumentar a mucoadeséao € a adigao de
polimeros catidnicos, como a quitosana, que possuem carga e podem interagir com
as glicoproteinas de mucina através da camada de difusdo eletronica (SOGIAS,
WILLIAMS & KHUTORYANSKIY, 2008). Além disso, a utilizacdo de quitosana em
sistemas de liberacdo para a via bucal se torna interessante, ja que foi demonstrado
que este polimero promove a absor¢ao de farmacos de alto peso molecular pela
transmucosa oral (SANDRI et al., 2004; MORISHITA & PARK, 2010). O mecanismo
para a via bucal ainda ndao é bem compreendido, porém se postula que a quitosana
atua por aumentar espagos, formando poros, nas jung¢des celulares no ambiente
bucal (SENEL & HINCAL, 2001; SANDRI et al., 2004; SMART, 2011) promovendo a
liberagao do farmaco pelo mecanismo transcelular.

A utilizagao de quitosana em veiculos para liberacdo de farmacos para células
tumorais se torna interessante, pois as células tumorais expressam um fosfolipideo
aniénico, chamado fosfatidilserina, que podem interagir com a carga positiva na
quitosana, exercendo um papel importante no up-take celular (YU et al., 2012).
Assim, os grupos NH3* presentes na cadeia da quitosana podem interagir com os
grupos negativos na membrana da célula, aumentando assim a ligagdo do sistema
com a membrana e levando a uma interagao sistema-célula (LIU et al., 2004).
Portanto, essa teoria fundamenta o uso da quitosana em sistemas de liberagao
como uma forma de promover uma vetorizagao especifica sobre células tumorais e
aumentando a resposta frente a exposi¢cao de farmacos antitumorais.

Nosso grupo de pesquisa tem estudado sistemas compostos pelo tensoativo
PPG-5-CETETH-20 contendo polimeros mucoadesivos. CALIXTO (2013) e
BERNEGOSSI (2014) relatam que o uso de polimeros mucoadesivos em sistemas
liquidos-cristalinos para a via bucal pode ser interessante, uma vez que existe o
aumento das propriedades mucoadesivas dos sistemas estudados por PPG-5-
CETETH-20.

Tendo em vista as vantagens que os tensoativos podem oferecer no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo mucoadesivos e o0s resultados
promissores obtidos por nosso grupo de pesquisa em relagéo ao tensoativo PPG-5-
CETETH-20, este trabalho tem como objetivo explorar estas plataformas
tecnoldgicas para o desenvolvimento de um sistema de liberagdo nanoestruturado

mucoadesivo para a administragdo bucal de curcumina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

411

Reagentes

Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, lote E42E52)

Acido acético (Qhemis, lote 36912);

Acido oleico (Synth, lote 149659);

Alcool Cetilico Etoxilado (20EO) e Propoxilado (5PO), PPG-5-CETETH-20
(Volp, lote 0000742419);

Alcool etilico 99,5% (Quemis, lote Q0074);

Curcumina, grau de pureza de 77% (Sigma-Aldrich, lote SLBD0850V);
Metanol, grau HPLC (J.T. Baker, lote E42E53)

Poloxamer® 407, Poloxamero (Sigma-Aldrich, lote BCBK5005V);
Quitosana, baixo peso molecular (Sigma-Aldrich, lote MKBG3334V);

Equipamentos

Analisador de textura TA-XTplus, Stable Micro System® (Surrey, Inglaterra)
Camera digital Samsung DV300F (Samsung, Coréia do Sul)

Centrifuga de tubos Sorvall TC6 (Sorvall, EUA);

Cromatografo Liquido Varian, composto por médulo de bombeamento de
solvente ProStar/Dynamax 210/215, detector UV ProStar 330 UV-VIS PDA,
injetor automatico Varian Autosampler, forno de coluna, Coluna de fase
reversa C18 Luna 250 mm x 4.6mm Sum (Phenomenex, EUA) e pré-coluna
RP18 3 cm x 4 cm (Phenomenex, EUA);

Dispositivo Microette Plus contendo células de Franz com capacidade nominal
de 7 mL acoplado a banho termostatizado para aquecimento de agua,
equipamento controlador de agitacéo da placa magnética e coletor automatico
(Hansen Research, Reino Unido);

Espectrofotdmetro UV Carry 60 (Agillent Technologies, EUA);
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- Homogeneizador de tubos, modelo AP22, Phoenix (local ndo especificado);

- Medidor de potencial zeta e tamanho hidrodinamico Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, EUA);

- Microscopio de luz polarizada Carl-Zeiss Axion 40 (Carl-Zeiss, Alemanha);

- Texturébmetro TAXTplus (Stable Micro System, Reino Unido);

- Ultraturrax Digital T25 (lka, Alemanha)

4.2 Meétodos

4.2.1 Preparo das dispersoes

4.2.1.1 Preparo da dispersao de quitosana
A dispersdo de quitosana foi preparada na concentragdo de 5% (m/m). A
quitosana foi dispersada em solugao de acido acético 5% (m/v) e mantida por

agitacdo mecanica a 150 rpm por 24 horas.

4.2.1.2 Preparo da dispersao de poloxamero
A dispersado de poloxamero foi preparada na concentragédo de 5% (m/m). O
poloxamero foi dispersado em agua purificada gelada e mantido em geladeira por 24

horas para completa dispersao.

4.2.1.3 Preparo da dispersao de poloxamero e quitosana

A dispersdo de poloxamero foi preparada na concentragdo de 5% (m/m). O
poloxamro foi dispersado em acido acético 5% gelado e mantido em geladeira por
24 horas. ApOs este periodo, a dispersdao de quitosana foi adicionada, na
concentracédo de 5% (m/m) e mantida por agitagdo mecanica a 150 rpm por 24

horas, em temperatura ambiente.

4.2.2 Construcao dos diagramas de fase ternarios
Quatro diferentes diagramas de fases ternarios foram construidos, fixando-se,
em todos, acido oleico como fase oleosa e PPG-5-CETETH-20 como tensoativo.

Foram utilizados diferentes componentes como fases aquosas, dentre os quais: a
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agua, dispersao de quitosana 0,5%, dispersdo de poloxamero 0,5% e dispersédo de
quitosana e poloxamero 0,5%.

Em temperatura ambiente, foram misturados, com agitacdo em vortex,
diferentes proporgdes, de 0 a 100% (m/m), de cada fase dos sistemas, resultando,
desse modo, na constru¢do do diagrama de fase ternario com 54 pontos.

Para os sistemas ternarios com dispersdo polimérica como fase aquosa,
inicialmente, foram transferidos 10% da dispersao polimérica na concentragdo 5%
resultante da proporgédo total de fase aquosa, e foram completados com agua
purificada, de modo que resultasse numa porcentagem polimérica final nos sistemas
de 0,5% (m/m).

Os sistemas foram deixados em repouso por 48 horas até o completo
equilibrio de fases e eliminagao de bolhas. Apds esse periodo, os sistemas foram
classificados visualmente como sistema transparente liquido (STL), sistema
translucido de alta viscosidade (STAV), sistema translucido de baixa viscosidade
(STBV), emulsao viscosa (EMV), emulséo liquida (EML) e separacao de fases (SF).

Os diagramas de fases foram plotados através do programa SigmaPlot®,
versao 11.0 (Systat Software, EUA).

4.2.3 Selegdo das formulagoes a partir do diagrama ternario

Para realizacdo da caracterizagao fisico-quimica, foram selecionados 12
pontos, sendo trés deles de cada um dos diagramas, os quais estédo listados no
Quadro 2. Em todos os sistemas, a porcentagem de tensoativo foi fixada em 40% e

variou-se a razao agua/oleo.
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Quadro 2. Composicéo (%) dos sistemas selecionados para a caracterizagao fisico-quimica.

Concentragao (%)

Formulagao

FA AO PPG5CETETH20 Qs PO
F1 30 30 40 - -
F2 40 20 40 - -
F3 50 10 40 - -
F1P 30 30 40 - 0,5
F2P 40 20 40 - 0,5
F3P 50 10 40 - 0,5
F1Q 30 30 40 0,5 -
F2Q 40 20 40 0,5 -
F3Q 50 10 40 0,5 -
F1QP 30 30 40 0,5 0,5
F2QP 40 20 40 0,5 0,5
F3QP 50 10 40 0,5 0,5

Nota: P - Poloxamero na fase aquosa; Q — Quitosana na fase aquosa; QP — Quitosana e

poloxadmero na fase aquosa; QS — Quitosana; PO - Poloxamero

4.2.3.1 Microscopia de luz polarizada
Os sistemas obtidos foram classificados quanto a capacidade de desviar a luz
polarizada. Foi depositada sobre uma lamina uma pequena quantidade de amostra e

coberta com laminula. As imagens foram obtidas em microscépio de luz polarizada.

4.2.3.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

O arranjo estrutural dos sistemas foi analisado por SAXS. Os dados foram
coletados na estacdo de medidas D11-A SAXS do Laboratério Nacional de Luz
Sincroton (LNLS) em Campinas - SP, em monocromador do tipo Si (111)
comprimento de onda de 1,608 A. As amostras foram colocadas em uma cela a
temperatura ambiente. O espalhamento parasita, espalhamento de particulas
existentes no sistema sem amostra foi subtraido da intensidade total da amostra. As
intensidades de todas as amostras foram medidas em unidades relativas, mas para
uma comparagao quantitativa, as medidas foram normalizadas nas mesmas

condigbes experimentais.
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A posicao do primeiro pico das curvas de SAXS, qi1, € usada para avaliar os
parametros de estrutura das fases lamelar e hexagonal, sendo a distancia entre

planos (d) e aresta de hexagono (a), a partir das equagdes 1 e 2, respectivamente:
21

‘= )

d=—=—a (2)

4.2.3.3 Analise por reologia oscilatoria

A analise oscilatéria foi realizada empregando redbmetro RS-1 (Haake)
utilizando geometria cone/placa (C35/2° Ti) e placa/placa de 35 mm, de acordo com
a consisténcia de cada formulagao, a temperatura de 37 °C, em triplicata.

Primeiramente, foi realizado o teste de varredura de tensdo para
determinacao da regido viscoelastica. Para esse teste foi utilizada uma faixa de
tensado de cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 Hz.

ApOs a determinacdo da tensao de 0,5 Pa da regido viscoelastica, colocou-se
o rebmetro no modo teste de varredura de frequéncia para determinacao do médulo
elastico (G’) e modulo viscoso (G”). Para esse teste foi utilizada a faixa de
frequéncia de 0 a 10 Hz, a tensao de 0,5 Pa.

Foi realizada uma analise quantitativa da dependéncia de G’ pela frequéncia,
onde foi determinado o valor de r a partir regressao linear dos dados obtidos a partir
do espectro mecanico. Além disso, foi calculado o expoente n através da equacgao
da Lei da Poténcia, equacado 3, conforme metodologia de SAXENA, KALOTI &
BOHIDAR (2011), o qual indica a estrutura dos sistemas obtidos.

G' = Som (3)

onde: G’ € o modulo de armazenamento, w € a frequéncia oscilatéria e S é a

resisténcia do gel, sendo n o expoente viscoelastico.

4.2.3.4 Analise do perfil de textura
A analise de perfil de textura foi realizada em analisador de textura, no qual é

possivel avaliar as propriedades mecanicas, tais como, dureza, compressibilidade,

adesividade e coesdo. O desenho esquematico da técnica se encontra na Figura 8.
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e Dureza: é o pico de forga maxima obtido durante o primeiro ciclo de
compressao;

e Compressabilidade: € o trabalho total requerido para deformar a amostra
durante o primeiro ciclo de compressao da prova analitica;

e Adesividade: representa o trabalho requerido para vencer as forgas atrativas
entre a prova analitica e a amostra sendo analisada;

e Coesdo: € a razdo entre a area positiva obtida durante a segunda
compresséao (A3) e a obtida durante a primeira compressao; Ela mede a taxa

que um material se rompe sob uma agao mecanica.

Figura 8. Representacéo ilustrativa do texturémetro e as adaptacdes realizadas para o teste
TPA. A1: resisténcia a compressao; A2: adesao; A3: segundo ciclo de compressao.
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Para realizagao do teste, 7 gramas das formulacdes foram pesadas em tubos
de centrifugas cénicos de 50 mL e centrifugados a 4000 rpm, por 3 minutos, para
eliminacao de bolhas e tornar sua superficie lisas. Os sistemas foram deixados em
repouso por 6 horas para ocorrer o equilibrio de fases.

Os tubos foram colocados abaixo da sonda analitica (g 10 mm) do analisador
de textura, que foi programado para comprimir a amostra numa velocidade de 0,5
mm.s™! até a profundidade pré-definida de 10 mm e retornar a superficie na mesma
velocidade. Apds o tempo de 5 s, uma segunda compressao iniciou-se nas mesmas
condicbes. Todas as analises foram realizadas em seis replicatas, a temperatura de
37 °C.
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4.2.3.5 Analise das propriedades mucoadesivas
A analise da forga mucoadesiva foi realizada conforme a execugao dos itens

4.2.3.1 aoitem 4.2.3.5.

4.2.3.6 Preparacao da coleta da saliva humana
A saliva ndo estimulada foi obtida de 6 doadores adultos e saudaveis, de

ambos 0s sexos, e que nao fizeram uso de antibiéticos, solugdes para bochecho ou
qualquer outro medicamento conhecido por afetar a composi¢ao e fluxo salivar, nos
ultimos trés meses. A saliva foi coletada em tubos de centrifuga cénicos de 50 mL
resfriados por gelo e, posteriormente, uma quantidade igual de saliva de cada
doador foi misturada, homogeneizada e submetida a centrifugacdo 10.000 g por 5
minutos a 4 °C sendo, em seguida, filtrada por meio de sistema de filtragdo com
membrana de 0,22 ym. A saliva n&o utilizada imediatamente foi armazenada a —70
°C. Esta etapa do projeto teve parecer (n° 423.907) favoravel pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara.

4.2.3.7 Obtengao da mucosa esofagica de porco
A mucosa esofagica de porco foi obtida em um matadouro local, situado de

cidade de Tupa (SP) e foi armazenada em banho de gelo, a 4 °C, até o seu
processamento que ocorreu em, no maximo, 6 horas. As amostras foram cortadas e
seccionadas, de acordo com as regides de interesse, e foram embaladas em filme
plastico e posteriormente em papel aluminio e mantidas em congelador por um
periodo de, no maximo, 2 meses. Quando utilizadas para o teste, as amostras
teciduais foram descongeladas e mantidas em banho com tampao salina (NaCl
0,9%).

4.2.3.8 Avaliagao in vitro da forga de mucoadesao

A forca necessaria para remover os sistemas selecionados da superficie da
mucosa suina foi avaliada in vitro, utilizando o analisador de textura.

A mucosa suina foi fixada com elastico a extremidade inferior da sonda
cilindrica (10 mm de didmetro) do equipamento. Antes do ensaio, a mucosa foi
imersa em saliva humana para simular o ambiente bucal. Na temperatura de 37 °C,
7 gramas das formula¢des foram acondicionadas em tubos cénicos de centrifuga de

50 mL. Estes tubos foram centrifugados a 4000 rpm, por 3 minutos, para eliminagao
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de bolhas, de forma a tornar sua superficie lisa. O desenho esquematico da técnica

esta sendo relatado na Figura 9.

Figura 9. Representacao ilustrativa do texturbmetro e as adaptagdes realizadas para o teste
de mucoadeséo in vitro.
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Mucosa de porco
P contato tempo
— A 1 —

S,
5 *— Area de mucoadesao
L

l*l
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+—Forga de mucoadesao

4 i v

1 mm profundidade

O teste foi iniciado abaixando a sonda analitica a uma velocidade constante
(1 mm.s') até que a mucosa entrasse em contato com a amostra. A mucosa
penetrou 1 mm a amostra e foram mantidos em contato durante 60 segundos, onde
nenhuma forgca foi aplicada durante este tempo. Em seguida, a sonda subiu a
velocidade constante (0,5 mm.s™') até ocorrer o destacamento da mucosa esofagica
com a formulagéo.

A forca necessaria para destacar a mucosa da amostra foi calculada pela

curva forga versus tempo. O teste foi realizado em seis replicatas.

4.2.3.9 Avaliagao do potencial zeta em fung¢ao do tempo apés o preparo

das formulagoes

O potencial zeta das formulacdes foi calculado usando medidas de mobilidade
eletroforética realizadas em um equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments). Para a realizagdo das medidas, 100 pL da formulagdo foram diluidos
com 990 pL de agua ultrapura e agitados em vortex de tubos por 2 minutos. A
disperséo resultante foi adicionada em coluna de medida de potencial zeta e inserida
no equipamento. As analises foram realizadas em triplicatas no tempo zero, 5, 10,
15 e 30 dias.
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4.2.4 Estudo do potencial precursor de fases dos cristais liquidos em
contato com saliva artificial
Para simular a mudanca de fases dos sistemas precursores na cavidade oral,

os sistemas foram misturados com saliva artificial, sua composicéo é apresentada no

quadro 3.

Quadro 3. Composigdo da saliva artificial.

Componente Quantidade

Fosfato de sédio dibasico anido 0,8020 g
Fosfato de sédio monobasico anido 0,3626 g
Sorbitol 70% 42,700 g
Cloreto de potassio 0,6250 g
Cloreto de sodio 0,8650 g
Cloreto de magnésio hexahidratado 0,1250 g
Cloreto de calcio dihidratado 0,0720 g
Metilparabeno 1,89

Propilenoglicol 10,0 mL
Agua purificada g.s.p. 1000 mL

Fonte: NAKAMOTO (1979)

Os sistemas foram pesados e diluidos em proporgdes de saliva artificial para
simular as transicbes de fases decorrentes na cavidade oral. O farmaco foi

adicionado as formula¢gées numa concentragéo de 0,5% (m/m).

4.2.4.1 Caracterizagao fisico-quimica, reolégica, de textura e das
propriedades mucoadesivas
Os sistemas gerados foram caracterizados pelas metodologias descritas do

item 4.2.4 ao item 4.2.8.

4.2.5 Desenvolvimento do método analitico por CLAE para quantificar a
curcumina
A validacdo de um método analitico € definida como o processo pelo qual é

estabelecido para sua finalidade pretendida e que as caracteristicas de eficiéncia do
meétodo correspondem aos requerimentos minimos necessarios para a aplicagao
analitica do método (PEREZ-LOZANO et al., 2004). Os parametros linearidade,
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preciséo, exatidao, robustez, limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagcao (LQ)
foram avaliados segundo Conferéncia Internacional de Harmonizagao (ICH, 2005) e
pela RE 899/2003 (BRASIL, 2003). O método de quantificagdo para a curcumina por
CLAE foi adaptado de (WICHITNITHAD et al., 2009) para extratos vegetais de C.
longa.

O volume de amostra injetado foi de 20 uL, a proporgéao de fase movel (agua
acidificada contendo 2% de acido acético:acetonitrila) foi de 50:50, fluxo de fase
movel de 1,2 mL por minuto, comprimento de deteccdo no UV de 425 nm e

temperatura do forno de 33 °C.

4.2.5.1 Seletividade
Para determinar este parametro foram comparados os cromatogramas

obtidos para solugcdo metandlica, tampéo fosfato pH = 7,4 com LSS, e com a solucéo

de extragdo da mucosa sem curcumina.

4.2.5.2 Linearidade
A linearidade foi estabelecida pelas médias de trés curvas padrdo auténticas,

as quais foram obtidas em oito niveis de concentracbées diferentes de curcumina,
variando de 0,5 — 75,0 yg.mL"". Cada concentragdo foi determinada em ftriplicata
para cada curva padrao e a linearidade foi avaliada através de analise de regressao
linear, utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados. Para avaliar
numericamente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) com teste unilateral, p < 0,05.

4.2.5.3 Precisao
Para o estudo de precisdao foram utilizadas concentragcées de 1, 50 e 70

pug.mL"' da curcumina determinada em triplicata. As andlises foram realizadas em
dois dias diferentes, ndo consecutivos. As médias dos resultados obtidos foram
avaliadas pelo teste t de Student (teste bilateral, p < 0,05).

4.2.5.4 Exatidao
A exatidao foi avaliada pelo método de recuperacdo do analito para as

concentragbes 1, 50 e 70 yg.mL™', em triplicata em metanol. Para as matrizes:

tampao fosfato contendo LSS 0,5% e extrato de mucosa foi realizada a
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contaminagdo com curcumina resultando nas concentragbes de 1, 50 e 70 pyg.mL-".
O coeficiente de variagdo e a porcentagem de recuperagao foram utilizados para

avaliar a exatidao, conforme equacgao 7.

Exatidio (%) Concentracgao experimental « 100
xatidao =
° Concentracao teérica 7)

4.2.5.5 Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)
Os limites de detec¢cdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados,

matematicamente, a partir da curva analitica resultante da média das trés curvas
analiticas. O calculo para determinar os valores correspondentes ao LD e LQ,
baseia-se no desvio padréo (DP) do residual da linha de regressado e sua relagao
com a inclinagao da reta (IC) ou coeficiente angular na curva analitica, segundo as

equacoes 6 e 7, respectivamente.

= —X
LD s 3,3 6)
L bp 10,0
= —X
Q IC ’ 7)

4.2.6 Ensaios de avaliagcao da performance dos SPCL

4.2.6.1 Ensaios de liberagao in vitro
Os ensaios de liberacao in vitro foram realizados em células de Franz. Estas

células possuem uma area de difusdo de 1,77 cm? e um volume nominal do
compartimento receptor de aproximadamente 7,0 mL. Foram utilizadas membranas
de acetato de celulose com porosidade de 0,45 um e que foram hidratadas por 30
minutos no meio receptor. Cerca de 600 mg de amostras foram pesadas e
acondicionadas no compartimento doador acima das membranas artificiais. A fase
receptora consistiu de tampao fosfato (pH = 7,4) contendo lauril sulfato de sédio
(0,5%). O ensaio foi mantido em agitagdo de 300 rpom e a temperatura utilizada foi de
32 + 1 °C Durante o ensaio, foram retiradas aliquotas de 1,0 mL em tempos pré-
determinados (0,5, 1, 2, 4, 8 e 12 horas). As aliquotas foram filtradas em filtros de

seringa PTFE de 0,45 pm e entdo injetadas em CLAE. Se necessario, os filtrados
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foram diluidos com meio receptor para que a concentracédo fosse mantida dentro da
linearidade.

Foi plotado um grafico de concentragao liberada (%) versus tempo e os dados
foram tratados pelos modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi, conforme

equacoes 8, 9 e 10, respectivamente.

Qr = Qo + Kot (8)
1 =1 4 9
0g Q; = log Qo 2303 (9)

t= Qo+ Kyt1/? (10)

onde: Qt é quantidade de farmaco dissolvida no tempo t; Qo € quantidade de
farmaco dissolvida no meio; t € o tempo; Ko € a constante de liberacdo de ordem
zero; ki € a constante de liberagdo de primeira ordem; Ky € a constante de
dissolucao de Higuchi.

Como controle, foi verificada a liberacdo de uma solucdo de 0,5% de

curcumina em acido oleico. As analises foram realizadas em sextuplicatas.

4.2.6.2 Ensaios de permeagao ex vivo
No estudo, foram empregadas mucosas esofagicas de suinos, que foram

mantidas em tampao salina 0,9% por 30 minutos antes do inicio dos experimentos.
A solugdo tampao fosfato (pH 7,4) contendo LSS 0,5% foi colocada no
compartimento receptor. Sobre a extremidade das células foram esticadas as
membranas. Foi espalhado uniformemente sobre a membrana cerca de 600 mg de
cada formulacdo contendo curcumina. na concentragcdo de 0,5%, e como controle
positivo foi utilizada uma solugéao de curcumina (0,5%) em acido oleico.

O ensaio foi mantido em agitagao de 300 rpm e a temperatura utilizada foi de
32 £ 1 °C. Durante o ensaio, foram retiradas aliquotas de 1,0 mL em tempos pré-
determinados (0,5, 1, 2, 4, 8 e 12 horas). As aliquotas foram filtradas em filtros de
seringa PTFE de 0,45 pm e injetadas em CLAE para que pudesse ser construido um

grafico de concentragédo permeada versus tempo.

4.2.6.3 Ensaios de retengao em mucosa suina
A extracao do curcumina retida na mucosa esofagica de porco foi realizada de

acordo com método adaptado de MAZZARINO et al. (2015). Decorridas 12 horas de
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permeacao ex vivo, a mucosa suina foi retirada do aparelho de difusdo. A area da
pele exposta a permeacao foi limpa com algoddo embebido em metanol, recortada e
picotada. Os fragmentos obtidos foram triturados com 4 mL de metanol, em
homogeneizador de tecidos, velocidade de 10 000 rpm por 2 minutos, até a total
dilaceragao da mucosa. A suspenséo resultante foi submetida a sonicagao em ultra-
som, por 50 minutos, para o rompimento das células. A solugédo obtida foi filtrada
para um baldo volumétrico de 5 mL e o volume completado com solugao de metanol.
A solucéo foi filtrada em filtros de seringa PTFE de 0,45 um e injetada em CLAE. As

extracdes foram realizadas da mucosa de cada célula contida no permeador (n=6).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcao dos diagramas ternarios
Os sistemas foram classificados de forma visual da seguinte forma: SF sao

sistemas que segregam os componentes, formando duas ou trés fases, ou formam
precipitados devido a insolubilidade do polimero; SLT sao sistemas liquidos, que
tendem a fluir e viscosidade semelhante a da agua; STBV tendem a ser translucidos
e possuem viscosidade relativamente baixa, possuem fluidez ao serem invertidos
nos frascos; ja os STAV nao sao fluidos e tendem a se manter compactado nos
frascos mesmo apds a inversao; sistemas opacos e leitosos foram caracterizados
como EML e EMV; entretanto, possuem fluidez assim que sao invertidos nos frascos
e nao sao fluidos e tem a se manter compactado nos frascos mesmo apés a

inversao, respectivamente. As classificagdes visuais estdo dispostas na Figura 10.

Figura 10. Aspecto visual das formulagdes classificadas como SF, STL, STBV, STAB, EML
e EMV a partir dos diagramas ternarios.

,

Os diagramas ternarios de fases com acido oleico, PPG-5-CETETH-20 e

agua contendo ou nao as dispersdes poliméricas estdo representadas na Figura 11.
O diagrama contendo agua como fase aquosa mostrou regides translucidas e
liqguidas, que foram classificadas como SLT, indicativo de formacdo de
microemulsdes, ja que possuem alta carga de tensoativos. Estes dados de formagao
de regides microemulsionados foram observados por CARVALHO (2012) e por
CALIXTO (2013) para sistemas constituidos por PPG-5-CETETH-20, acido oleico e
agua. No diagrama A, a regiao contendo 40% de PPG-5-CETETH-20 mostra-se
candidata para SPCL, pois com o aumento de agua no sistema ha transicao de
STBV para STAV.

Quando os diagramas foram construidos com as dispersdes pode-se observar

uma regidao de SF no veértice inferior, como também formacdo de sistema emulsivos.
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Esses achados foram observados em todos os diagramas estudados. Para o
diagrama B, pode-se observar uma ampla area, situada no vértice superior, de
formacado de STL com alta concentragdo de tensoativos e baixa concentracdes de
agua.

Para os diagramas ternarios de fases contendo quitosana (C e D), observa-se
no vertice superior uma regido de separacado de fases. Esse fendbmeno pode ser
explicado pela baixa concentracdo de agua nos sistemas, chegando até os 40%,
que podem n&o dispersar adequadamente a quitosana, gerando regides de SF.
CARVALHO (2012) relatou que a incorporagado de polimeros, como a quitosana,
pode ser dificultada em sistemas contendo PPG-5-CETETH-20, agua e acido oleico,
sendo composto por até 40% de fase aquosa. Entretanto, concentragdes menores,
em torno de 0,1%, podem ser incorporadas sem dificuldade e sem prejuizo na
formacéao de sistema.

Todos os diagramas apresentaram regides de transicdo de fase, obtendo
regides de baixa viscosidade para alta viscosidade, na regidao de 40% de PPG-5-
CETETH-20. MALMSTEN (2002) relatou que os sistemas formados por cristais
liquidos séo interessantes para a via bucal, ja que sistemas de baixa viscosidade
podem ser administrados facilmente através de uma seringa, e consequentemente
transitam de mesofase, alterando sua viscosidade, que podem permanecer

residentes em uma regido da cavidade oral.
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Figura 11. Diagrama de fases ternario obtido com a combinagdo de PPG-5-CETETH-20,
acido oleico e agua (a), contendo poloxamero (b), quitosana (c) e quitosana e poloxamero

(d).

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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ACIDO OLEICO ACIDO OLEICO

A MLP é uma técnica possivel de classificar os sistemas quanto a isotropia e
anisotropia. Sob um plano de luz polarizada, a amostra é anisotrépica se for capaz
de desviar o plano da luz incidente e isotrépica se ndo desviar. Cristais liquidos
liotrépicos lamelares e hexagonais sao anisotrépicos e sua organizagao estrutural
resulta em campos de visualizagéo caracteristicos, como as cruzes de Malta no caso
da fase lamelar ou estrias no caso da fase hexagonal. Ja a fase cubica, ou mesmo
sistemas micelares, microemulsdes e emulsdes, sdo isotropicos e apenas um campo
escuro € observado (HYDE, 2002; MALMSTEN, 2007; PATEL & PATEL, 2010).
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A Figura 12 mostra as imagens obtidas por MLP das regides dos sistemas.
Os sistemas classificados como EMV ou EML, em todos os diagramas ternarios,
mostraram campo escuro, (Figura 10A) ja que emulsbes tendem a n&o polarizar a
luz (MALMSTEN, 2002).

Sistemas classificados como STL foram obtidos para os digramas contendo
acido oleico, PPG-5-CETETH-20 e agua e também aqueles contendo poloxamero
mostraram-se isotropicos. Entretanto, com o aumento de agua, ocorre a formagao
de cruz de Malta, indicando uma estruturagdo do sistema em mesofase lamelar.
Sistemas anisotropicos ndo sao capazes de desviar o plano da luz, exibindo um
campo escuro, como mostrado na figura 10-A, e sistemas lamelares, classificados
como STBV, mostraram presenca de Cruz de Malta, conforme exibido na figura 10-
B.

As regides classificadas como STAV se mostraram como imagens com
presenca de estrias e cruzes de Malta na interface da gota, sendo entdo
caracteristica de mistura de mesofases, no caso cristais liquidos com estrutura
hexagonal e lamelar, como mostrado na figura 10-C, ou evidenciaram a presenca
apenas de estria, sendo indicativo de sistema hexagonal, sendo mostrado na figura
10-D.
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Figura 12. Fotomicrografias obtidas por MLP das formulagées sendo campo escuro (A),
cruzes de Malta (B), sistema composto por Cruzes de Malta e estrias (C) e apenas estrias

Para os diagramas estudados, na regido de STL foi observado campo escuro
na MPL sendo caracteristicos de microemulsdes, sistemas mesofasicos lamelares
para a regiao de STBV, com presencga de cruzes de Malta, e sistemas hexagonais
ou com uma mistura de mesofases lamelares para STAV devido a presenca de
estrias pela ldmina. A fase lamelar geralmente apresenta-se como liquido viscoso e
a fase hexagonal tem a viscosidade semelhante a de um gel, enquanto que a
viscosidade da fase cubica é extremamente elevada (GABBOUN et al., 2001; HYDE,
2002). Ja as microemulsdes se apresentam como liquidos e de fluxo livre, além de
serem translucidas (FORMARIZ et al., 2005).

5.2 Selecgao dos sistemas liquidos cristalinos
Os sistemas selecionados foram baseados na sua viscosidade, na

concentragédo de 40% de PPG-5-CETETH-20, onde apresentam STBV e STAV para
os sistemas contendo ou ndo quitosana e poloxamero. Os pontos selecionados
estdo indicados no quadro 2 e sdo mostrados nos diagramas da figura 10.

Na figura 13 € mostrado os pontos selecionados baseados nas areas de
transigdo de mesofases. E possivel observar que as formulagdes com 30% de FA e

10% de AO (F1, F1QP e F1) possuem viscosidade, porém possuem algum fluxo, e
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foram classificadas como STBV e quando caracterizadas por MLP se mostraram
como cruzes de Malta, exceto o sistema contendo apenas quitosana (F1).

As formulagdes compostas por 40% de FA e 20% de AO (F2, F2QP e F2P e
F2Q) se mostraram como sistemas viscosos e sem escoamento dentro do frasco,
entdo foram classificadas como STAV. Quando submetidas a caracterizagdo por
MLP mostraram-se como estrias por toda a lamina, sendo indicativa de sistemas de
mesofases liquido-cristalinas hexagonais.

O sistema que n&o possui os polimeros (F2) possui cruzes de Malta com
estrias, sendo indicativo de misturas de fases lamelares e hexagonais. O
comportamento de sistema hexagonal foi observado também para os sistemas
contendo 50% de FA e 10% de AO (F3, F3QP, F3P e F3P), sendo observados

estrias e auséncia de cruzes de Malta.
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Figura 13. Mudanca de transicao de fase dos sistemas liotrépicos selecionados em relagao
a proporc¢ao de fase aquosa e oleosa.
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A MLP apresenta como uma técnica rapida e de baixo custo; entretanto, pode
ser limitada quando a estrutura é cubica sendo representada por campo escuro ou
quando ha uma mistura de fases dentro do sistema (MALMSTEN, 2002), devendo
entdo ser analisadas por outras técnicas confirmatérias, como espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS), espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS),
espalhamento de luz estatico ou dindmico, microscopia eletrénica de transmissao e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (SHAH, SADHALE & CHILUKURI, 2001;
MALMSTEN, 2002; PATEL & PATEL, 2010; LAWRENCE & REES, 2012).

Os sistemas estudados mostraram uma boa estabilidade quando néo
acrescido de polimeros ou somente contendo poloxamero, porém quando

adicionado de quitosana, observou-se um processo de precipitagdo em até 15 dias
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(Figura 14A). VARGAS et al. (2009) relataram que ocorre uma interagdo entre
quitosana e acido oleico que gera coalescéncia de goticulas na formacao de filmes,
além de reduzir o potencial zeta dos sistemas.

O gréfico apresentado na figura 14 mostra o potencial zeta em fungao do
tempo, sendo que para os sistemas contendo quitosana, os valores do potencial
zeta foram positivos, devido ao carregamento do grupo NH3*, e para os sistemas
contendo AO, acrescido ou nado de poloxamero, o valor foi negativo, devido aos
grupamentos -COO- presentes na molécula. O interessante € que os sistemas
contendo quitosana, como fase aquosa, mostraram redugdo de valores em funcao
do tempo de 30 dias. Esse evento ndo tdo pronunciado para os sistemas contendo
quitosana e poloxameros. Os sistemas contendo agua ou poloxameros como fase
aquosa apresentaram potencial zeta constante por todo o periodo de tempo do
teste.

Os dados corroboram com o estudo de HAM-PICHAVANT et al. (2005) que
fundamentam que a reducado da carga elétrica de particulas de quitosana-acido
oleico em conjunto com o aumento do teor de lipido pode ser explicado pelas

interagdes eletrostaticas entre polimero e lipidio. Em pH 5,2, o grupo amino da
quitosana (pKa = 6,5) €& carregado positivamente e pode ser parcialmente

neutralizado através das interacbes com a funcdo de carboxilato de acido oleico

(pKa=4.8), que € negativamente carregada (HAM-PICHAVANT et al., 2005).

Figura 14. Aspecto macroscopico das formulagdes contendo quitosana (A) e com polimeros
de quitosana e poloxamero (B) apds 15 dias do preparo. Grafico mostrando o potencial zeta
(mV) em fungdo do tempo.
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Para sistemas contendo poloxamero e quitosana tal fenbmeno nao foi
evidenciado. Isto pode ser explicado devido ao poloxamero exibir propriedades de
inibir a precipitagdo, conforme descrito por VUKICEVIC et al. (2014). O mecanismo
proposto de inibigdo de precipitagdo pode ser atribuido a capacidade do poloxamero
para atuar como um doador de ligacdo de hidrogénio (WARREN et al., 2010) ou
também atuar como uma barreira mecanica para inibir o contato, evitando assim o
agregamento de particulas devido a porgdo de oOxido de etileno hidrofilico da
molécula para sua estabilizacdo estérica (CASTILE, TAYLOR & BUCKTON, 2001),
inibindo o processo de nucleacdo e impedindo, assim, o crescimento de cristais
(USUl et al., 1997; LI et al., 2012).

Esses dados reforcam que os sistemas contendo poloxameros podem ser
interessantes, uma vez que a adigdo de outras classes de polimeros catidnicos
podem interagir com lipideos, constituintes de fases oleosas, em sistemas liquidos
cristalinos. Dessa forma, o poloxdmero presente nas formulagdes pode evitar a
instabilidade fisico-quimica com o intuito de aumentar a estabilidade das
formulagoes.

Pelos dados de estabilidade, foram selecionados os sistemas sem polimeros
(F1, F2 e F3) e com quitosana acrescidos de poloxamero (F1QP, F2QP e F3QP)

para a fase de caracterizacao fisico-quimica.

5.2.1 Caracterizagao por espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

O SAXS é uma ferramenta que tem sido muito empregada na elucidagao
estrutural de sistemas liquido-cristalinos, fornecendo informacdes sobre tamanho,
forma, quantidade e arranjo dos objetos espalhadores da amostra. As curvas de
SAXS para sistemas liquido-cristalinos exibem picos, cujo numero e razdo entre as
distédncias de correlagdo permitem determinar o tipo de arranjo que os atomos
formam na matriz (PATEL & PATEL, 2010). A figura 15 mostra as curvas de SAXS
para os pontos selecionados nos diagramas de fase ternario.
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Figura 15. Curvas de SAXS das formulagbes selecionadas de cristais liquidos com e sem

quitosana e poloxamero.
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Os valores de espalhamento do vetor (q), correspondentes aos picos quesao
correlacionados com valores de 1:1,73:2:2,64. Estes valores de espalhamento sao
caracteristicas de periodicidade de fase hexagonal. Os valores de (q)
correspondentes aos picos em que se correlacionam 1:2:3, exibindo comportamento
de liquido-cristalinos lamelares (ZHANG et al., 2008). Ja para os cristais liquidos de
fase cubica correlacionam-se os valores 1,41:1,73:2,82:3 (YARIV et al., 2010). Os

valores do vetor q e a relagdo das distancias intraplanares sdo mostrados na Tabela
1.
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Tabela 1. Valores de gmax, razéo entre as distancias interplanares, distancia entre planos (d)
e aresta do hexagono (a) para as formulagbes estudadas.

Omaxi  Qmax2 Qmax3 d2/d1  ds/d1  Mesofase d(nm) a(nm)
F1 0,74 1,49 - 2 - Lamelar 8,49 -
F2 0,80 1,40 2,34 1,73 3 Hexagonal 7,85 9,06
F3 0,78 1,41 2,34 1,73 3 Hexagonal 8,05 9,30
F1QP 0,75 1,48 - 2 - Lamelar 8,37 -
F2QP 0,80 1,39 234 1,73 3 Hexagonal 7,85 9,06
F3QP 0,79 1,41 234 1,73 3 Hexagonal 7,95 9,18

Os resultados de SAXS corroboram com as informagdes obtidas pela MLP.
Para os sistemas F1 e F1QP foi obtida razdo de 2 nas distancias dos picos
interplanares. Pela literatura, eles podem ser descritos como sistemas lamelares. Na
MPL, foi evidenciada a presenca de cruzes de Malta, evidenciando a autenticidade
das duas técnicas. Os sistemas F2, F3, F2QP e F3QP, quando observados pela
MLP, mostraram estruturas estriadas e que foram confirmadas por SAXS.

Os parametros de rede da microestrutura sao representados pela distancia
entre planos (d, para estruturas lamelares) e pela aresta do hexagono (a) que se
relaciona com a distancia entre os planos que passam por dois cilindros adjacentes

(d, para estrutura hexagonal) (SONI et al., 2006), mostrados na figura 16.

Figura 16. Esquema ilustrativo do parametro de rede para fases cristalinas lamelares e
hexagonais.
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Adaptado de: SONI et al. (2006)

Os valores de distancia entre planos (d) e aresta do hexagono (a) foram
obtidos e mostraram valores em torno de 8 e 9 nm, respectivamente. O parametro

de rede para fase cristalina € uma ferramenta importante para a caraterizacéo de
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sistema nanoestruturados. OYAFUSO et al. (2015) determinaram os valores de d
para sistemas liquidos cristalinos entre 6-7 nm e observaram que uma maior
organizagdo nanoestruturada dos sistemas levam uma diminuigdo dos valores de d.
(CARVALHO et al., 2010c) relataram que os valores de d foram de 5,5 — 6,5 nm para
sistemas de cristais liquidos formados por PPG-5-CETETH-20; entretanto,
CARVALHO et al. (2010a) relataram que valores de d podem variar de 5 até 11 nm
quando diluidos com fluido nasal simulado (FNS). Isto pode ser explicado devido ao
fato de que o aumento de agua no sistema que leva ao aumento da curvatura das
cabecas polares do tensoativo, aumentando o parametro de empacotamento,
gerando estruturas mais organizadas (MALMSTEN, 2007; MEZZENGA, 2012).

5.2.2 Caracterizagao reolégica dos sistemas

5.2.2.1 Reologia oscilatéria

Para a determinagdo do comportamento dos sistemas liquidos cristalinos, foi
realizada uma varredura de tensdo em cada sistema obtido, com o objetivo de se
determinar a regido viscoelastica. A regido viscoelastica € conhecida por ser a
regiao onde a estrutura do gel é preservada, ou seja, os modulos de
armazenamento (G’) e de perda (G”) sdo independentes da frequéncia. E de
fundamental importancia a andlise em regime oscilatério ser realizada nesta regiao,
pois, de forma diferente, os valores dos modulos serdo muito menores devido ao
cisalhamento e a destruicdo da rede estrutural formada. A varredura de tenséao
mostrou um valor de cisalhamento de 0,5 Pa para os sistemas sem que haja
destruicdo da rede formada, ou seja, modulos G’ e G” independentes.

O médulo de armazenamento € uma medida da energia armazenada e
recuperada pelo ciclo de deformacado e reflete um comportamento sélido de um
material viscoelastico. Altos valores para o modulo de armazenamento refletem em
uma amostra predominantemente elastica e altamente estruturada. O mddulo de
perda € uma medida da energia dissipada por ciclo e reflete o componente do tipo
liguido. O modulo de perda com valores altos indicam que uma amostra é
predominantemente viscosa (CALLENS et al, 2003) e estruturas menos
organizados (CARVALHO et al., 2013).
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A figura 17 mostra os modulos de perda e armazenamento dos sistemas
liquidos cristalinos. E possivel observar que sistemas lamelares (F1 e F1QP)
possuem comportamento mais viscoso do que elastico (G” > G’) para os sistemas
contendo fase aquosa com polimeros do que com as formulagdes sem polimeros na
fase aquosa (G’ > G”), sendo entédo classificados como elasticos. Esse fendbmeno
pode ser devido a presenga dos polimeros, que levaa formagédo de géis fracos e
possuem uma fraca organizagao da estrutura. Sistemas lamelares ja foram relatados
como tendo um comportamento de um material viscoso ou gel, ao invés de elasticos,
conforme publicado por SILVA et al. (2014).

As amostras de cristal liquido com mesofase hexagonal (F2, F3, F2QP e
F3QP) apresentaram comportamento semelhante a um gel ou viscoso, sendo que G’
foi maior do que G”. O aumento do médulo de armazenamento evidenciando uma
maior organizagao, em sistemas liquidos cristalinos, pelo aumento de fase aquosa
foi confirmado por CARVALHO et al. (2013), sendo indicativo de uma maior
organizacado desses sistemas. Altos valores de médulo de armazenamento também
foram descritos por OYAFUSO et al. (2015) em sistemas liquidos cristalinos de fase
cubica, formados por acidos graxos etoxilados, mostrando que a mesofase formada,

do ponto de vista estrutural, € mais complexa e altamente organizada.

Figura 17. Espectro mecénico do médulo de armazenamento (G’) e de perda (G”) em
funcdo da frequéncia para as formula¢des contendo fase aquosa sem polimeros (A) e com
polimeros (B).
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A variagdo do mddulo de perda (G”) como uma ferramenta para evidenciagao
da estrutura formada vem sendo estudada para sistemas coloidais e liquido-
cristalinos. O aumento para valores do G’, em relagdo a concentracdo de carbémero

ou de policarbdfil, foi evidenciado e indica que baixas concentracdes do polimero em
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agua resultam comportamento viscoso e, o aumento da concentragdo leva a um
comportamento elastico pela maior organizacdo da rede tridimensional formada
pelos géis (CARVALHO et al., 2012; CALIXTO et al., 2014).

Para sistemas formados por cristais liquidos, a estrutura formada mostra
relagdo com os valores de G’ e G”, em sistemas lamelares, sendo o valor de G” > G’
indicativo de uma estrutura menos organizada. Porém, para sistemas hexagonais e
cubicos, 0s quais se comportam como um gel viscoso, os valores para os modulos
sdo G’ > G” sdo indicativos de uma maior organizagao e complexidade da estrutura
formada (CARVALHO et al., 2010a; CARVALHO et al., 2010c; CARVALHO, 2012;
CARVALHO et al., 2013; URBAN et al., 2013; OYAFUSO et al., 2015).

No intuito de se estabelecer uma analise quantitativa da dependéncia de G’
da frequéncia foi determinado o valor de r a partir regressao linear, utilizando a
equacido da lei da poténcia dos dados obtidos a partir do espectro mecanico.
Segundo SAXENA, KALOTI & BOHIDAR (2011), os parametros S e n s&o indicativos
da densidade de reticulagcado da estrutura, sendo que quanto mais alto for o valor de
S, mais reticulada e forte sera a estrutura formada. Contrariamente, o valor de n
diminui com o aumento da densidade de organizagdo. Assim, valores de n altos
indicam géis com estruturas mais fracas.

Analisando os dados da Tabela 2, nota-se que as formulagdes F1, F2 e f3
apresentam valores de S maiores quando se aumenta a propor¢ao de agua dentro
do sistema, o que esta em concordancia com os espectros mecanicos. Além disso,
as formulacdes F2QP e F3QP apresentaram maior estruturagcao até mesmo quando
comparadas com as formulagbes sem polimeros. Isso indica a vantagem de se
utilizar as dispersdes adicionadas na fase aquosa de sistemas tensoativo/agua.

Os valores de n para as amostras se mostram baixos sendo indicativos de
estruturas mais fortes e a sua diminuigdo ndo é observada no grupo de formulagdes
sem polimeros, exceto para a F2. Em contrapartida, o grupo de amostras que
possuem polimeros na fase aquosa mostraram valores de n que variam de 0,98 a
0,07, sendo indicativo de um aumento da estruturagdo desses sistemas. A
diminuicdo dos valores de n foram observadas para sistemas liquidos cristalinos
conforme ha o aumento de fase aquosa dos sistemas (CALIXTO, 2013).

Uma discreta diminuigdo dos valores de r para as formulagdes sem polimeros

pode ser observada, embora quando esse valor € comparado com os obtidos para
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as formulagdes com quitosana/poloxamero, pode-se observar que a formulagao
F3QP mostrou um valor de r de 0,583. O valor de r mais préximo de 1 € indicativo da
estruturagdo ser menos dependente da velocidade angular. Dessa forma, a amostra
F3QP se mostrou menos dependente da velocidade com relagdo as demais

amostras com polimeros da fase aquosa.

Tabela 2. Valores de regressao linear (r), da resisténcia do gel (S) e do expoente
viscoelastico (n) das formulagdes contendo fase aquosa com e sem polimeros.

Formulagao S n R

F1 137,30 0,21 0,991
F2 511,20 0,12 0,993
F3 1574,00 0,29 0,943
F1QP 0,77 0,98 1,000
F2QP 863,80 0,15 0.979
F3QP 4984,00 0,07 0,583

O aumento da proporcédo de fase aquosa nos sistemas elevou os valores de
S. Consequentemente, abaixou os valores de n para as amostras com polimeros na
fase aquosa, estando de acordo com os resultados obtidos, o0 que demonstra que
com a formagao de mesofases liquido-cristalinas ocorre 0 aumento da estruturagao
do sistema (ZHENG et al, 2011; CARVALHO, 2012; CALIXTO, 2013;
BERNEGOSSI, 2014).

5.2.3 Caracterizagao mecanica dos sistemas

5.2.3.1 Analise do perfil de textura (TPA)

Um método que tem recebido uma atencao para a caracterizagdo de sistemas
farmacéuticos € a analise do perfil de textura (TPA). Nesta técnica, uma sonda
analitica é duas vezes deprimida na amostra em analise, permitindo um periodo de
recuperagao definido entre as compressdes sucessivas (JONES, WOOLFSON &
BROWN, 1997a).

A partir do grafico resultante for¢a-tempo, varios parametros sdo derivados e
estes podem estar diretamente relacionados ao desempenho da amostra. Estes

parametros incluem: dureza- forga necessaria para atingir uma determinada
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deformagdo; compressibilidade ou espalhamento- o trabalho necessario para
deformar o produto durante o primeiro ciclo de compresséo pela sonda; adesividade
- trabalho necessario para vencer as forgas de atragao entre a superficie do produto
e a superficie da sonda com a qual a amostra entra em contato (JONES,
WOOLFSON & BROWN, 1997a; JONES, WOOLFSON & BROWN, 1997b);
coesividade- razao entre a area da segunda pela primeira compressao (LAU, TANG
& PAULSON, 2000).

Os resultados do TPA sao mostrados na Figura 18 e neste ensaio nao foram
analisadas as amostras F1 e F1QP, ja que as amostras eram coesas. Segundo
BOURNE & SZCZESNIAK (1998), amostras liquidas podem n&o manter a sua
forma, mas fluem por gravidade quando despejadas e submetidas a compressao
uniaxial, sendo assim os parametros obtidos para esse tipo de amostra sao
discutidos sem considerar uma validade ou significado mecénico (BOURNE &
SZCZESNIAK, 1998; NISHINARI et al., 2013).

Figura 18. Gréaficos de barra para as medidas de dureza, area de compressao, area de
adesividade e coesao obtidos pela metodologia de TPA. Teste t unilateral com a = 0,05,
sendo * p < 0,05 para grupo sem polimeros na FA (F2 e F3); ** p < 0,05 para grupo com
polimeros na FA (F2QP e F3QP); # p < 0,05 para grupo F2 vs. F2QP; § p < 0,05 para grupo
F3 vs. F3QP.
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Para o parametro dureza, pode-se observar que a incorporagao de quitosana
e poloxdmero para as formulagbes contendo 40% de 6leo, 20% de agua e 40% de
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PPG-5-CETETH-20 (F2 e F2QP) leva a um aumento sobre dureza para a
formulacdo F2QP. As formulagdes que contem 50% de 6leo, 20% de agua e 40% de
PPG-5-CETETH-20 (F3 e F3QP) obtiveram dureza maiores em relagdo as
formulacbes com e sem polimeros. O parametro dureza esta relacionado com a
forca maxima para ocorrer a deformagcdo num material (CIVILLE & SZCZESNIAK,
1973). Quando observa-se os sistemas precursores obtidos de F2 para F3 e de
F2QP para F3QP pode-se verificar que os sistemas com polimeros possuem dureza
maior em relagao as formulagdes sem polimeros.

Quanto ao parametro compressibilidade, pode-se observar que as amostras
F2 e F3 se mostram menores em relagdo ao grupo F2QP e F3QP, indicando que a
compressibilidade dos sistemas € diretamente proporcional a dureza e estao
relacionados com a organizagao nanoestruturada do sistema.

As propriedades de adesividade estdo relacionadas como a energia
necessaria para superar as forcas atrativas entre a superficie da formulagdo com
outros materiais com qual estd em contato (CIVILLE & SZCZESNIAK, 1973). As
areas de adesao foram crescentes para os sistemas, sendo que foram superiores
para os sistemas contendo polimeros.

A coesédo é uma medida do grau de dificuldade de quebrar a estrutura interna
da rede formada por géis (LAU, TANG & PAULSON, 2000). Segundo LAU, TANG &
PAULSON (2000) a diminuicdo da coesao dos géis de gelana/gelatina, quando
foram adicionados os i6ns de calcio, foi devido a formagao de estrutura interna do
gel sem adicdo de calcio ser mais dificil de quebrar durante a primeira compresséo
do que para os géis com a adi¢ao de calcio.

Os valores de coesao para os sistemas nao foram significativos (p>0,05) para
os sistemas estudados, indicando que os sistemas s&o estruturados e estes sao
mais faceis de romper na primeira compressao, porém se mantém estruturados.

A analise estatistica pelo teste de t mostrou que para os parametros de TPA
obtidos para grupo sem polimeros (F2 e F3) e para grupo com polimeros (F2QP e
F3QP), as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05) entre duas as

formulacdes precursoras de cada grupo.
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5.2.4 Estudo de mucoadesao in vitro

A bioadesao tem sido referida como a adeséo entre um material sintético ou
natural e a superficie de um tecido, nomeadamente o epitélio da mucosa. O termo
mucoadesao € utilizado quando a adesao ocorre entre o0 material e a camada de
muco que reveste a mucosa (SMART, 2005a).

Com o desenvolvimento de materiais adesivos mais eficientes, € possivel
conceber sistemas com propriedades mucoadesivas adequadas para veiculagao de
varios farmacos para serem administrados por diferentes vias e, assim, controlar a
liberacdo, diminuindo os efeitos sistémicos indesejaveis ou melhorar a absorg¢édo e o
transporte de farmacos pela membrana biolégica (KOCKISCH et al., 2001).

A figura 19 mostra a forga de trabalho de mucoadeséao e area de trabalho de
mucoadesao para as amostras desenvolvidas. As amostras liquidas néao
evidenciaram for¢ca ou area de mucoadesdo. Isso € devido a falta de coesdo do
sistema. Contudo, foi possivel observar que havia amostra aderida ao tecido,
sugerindo que existe interagao da formulagdo com a mucosa bioldgica. Os sistemas
formados por mesofase hexagonal obtivam for¢a e area de mucoadesao dependente
da quantidade de agua no sistema.

Os resultados mostram que os sistemas se diferem quanto a resposta nos
parametros de mucoadesdao com a adicdo ou sem polimeros, sendo que com a
adicdo de polimeros a forca necessaria para o destacamento da amostra foi maior,
assim como a area de trabalho de trabalho de mucoadeséo. Isso pode ser explicado,
de forma sugestiva, pelo fato de polimeros hidrofilicos em sistemas hexagonais
podem permanecer nos canais formados por agua no interior do cilindro organizado
por Oleos e tensoativos gerando um sistemas com uma dureza elevada, como foi
descrito no TPA.

Os resultados de reologia mostraram que nos sistemas contendo polimeros o
modulo de elasticidade (G’) foi maior quando comparado com os sistemas sem
polimeros, sendo indicativo de uma estruturacdo mais organizada, que reforgcam os
valores elevados de mucoadesdo para ambos os sistemas. A analise estatistica
mostrou que as médias diferem entre si para as formulagdes do grupo com polimero

e do grupo sem polimero.
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Figura 19. Graficos de barra para as medidas de for¢a e area de mucoadeséao obtidos pela
metodologia de mucoadesao in vitro. Teste t unilateral com a = 0,05, sendo * p < 0,05 para
grupo sem polimeros (F2 e F3); ** p < 0,05 para grupo sem polimeros (F2QP e F3QP); #p <
0,05 para grupo F2 vs. F2QP; § p < 0,05 para grupo F3 vs. F3QP.
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Altos valores de trabalho de mucoadeséao sao relatados na literatura para geis
de policarbofi e carbdmeros, que sado amplamente utilizados pelas suas
propriedades bioadesivas na mucosa bucal (CARVALHO et al., 2012; CALIXTO et
al., 2014). Os valores de forga e trabalho de mucoadesdo foram semelhantes aos
géis de policaborfil, sendo indicativos da aplicacdo de cristais liquidos para a via
bucal. E importante ressaltar que estudo realizado por CARVALHO et al. (2012)
reporta que para os valores de dureza e adesao existe uma correlacao direta com os

valores de forga e area de mucoadeséo.

5.2.5 Discussao geral das propriedades fisico-quimicas, reoldgicas,
mecanicas e mucoadesivas de sistemas liquidos cristalinos

O desenvolvimento de sistemas liquido-cristalinos obtidos neste trabalho
mostrou que o decréscimo ou acréscimo de componentes aquosos ou oleoso, em
uma quantidade fixa de PPG-5-CETETH-20, gerou estruturas mesofasicas
diferenciadas. Com o aumento de FA, os sistemas mostraram uma transicdo de
fase, de lamelar para hexagonal, evidenciando que a adi¢gdo de agua no sistema
leva a uma maior solvatagdo da cabecas polar do tensoativo, aumentando o

empacotamento da estrutura formada, gerando estruturas hexagonais.
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A MPL e analise de SAXS evidenciaram e foram complementares quanto as
estruturas formadas, classificando as formulagdes obtidas em lamelares e
hexagonais. Além disso,a adigao de polimeros na fase aquosa nao alterou o tipo de
estrutura formada. Os parametros de distancia entre planos (d) para sistemas
lamelares e hexagonais, e aresta do hexagono (a), para mesofases hexagonais,
mostram valores na escala nanométrica, evidenciando a nanoestrutura dos sistemas
formados.

As propriedades reoldgicas dos sistemas estudados mostraram que a adigao
de polimeros na FA, na fase lamelar, levou a uma desestruturacido do sistema
formado, sendo viscosos, quando comparado com a fase lamelar sem polimeros na
FA, com comportamento elastico. Por outro lado, os sistemas hexagonais se
mostraram estruturados, sendo classificados como materiais elasticos, e os valores
do modulo elastico foram crescentes com o aumento de agua no sistema.

A analise de textura mostrou que a adicdo de polimeros na FA influenciou nos
parametros dureza, adesividade e compressdao. A adesividade € um parametro
importante no delineamento de formas farmacéuticas mucoadesivas, pois € a forga
que a amostra exerce na sonda analitica, que indica a capacidade de aderéncia da
formulacéo sobre uma superficie.

As propriedades mucoadesivas dos sistemas lamelares ndo foram
evidenciadas por causa das formulagdes serem liquidas e nao coesas, porém foi
observado a aderéncia da formulacdo na mucosa tachada na sonda analitica, sendo
um indicativo de propriedades mucoadesivas. As amostras com mesofases
hexagonais se comportaram exibindo for¢a e trabalho de mucoadesao, sendo que
foram dependentes e podem ser correlacionadas com tipo de estruturacao
evidenciada pela estrutura formada pelos ensaios reoldgicos.

As amostras que continham polimeros na FA exibiram uma maior forca e
trabalho de mucoadesdo quando comparados com as formulagdes sem polimeros
na FA. Esse fendbmeno sugere que haja uma interagdo entre as cargas positivas da
quitosana com a carga negativa dos grupamentos da mucina presente na mucosa. A
adicdo de polimeros na FA exibe uma agao sinérgica sobre a propriedade

mucoadesiva, sendo interessantes para sistemas de liberagdo mucoadesivos.
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Os sistemas desenvolvidos se mostraram promissores devido as propriedades
mucoadesivas para a aplicabilidade na via bucal, e podem também ser exploradas
para outras mucosas, como a nasal ou vaginal, por exemplo, ou para o uso cutaneo.

O delineamento de SPCL pode ser explorado, pois no diagrama ternario de
fases sdo mostradas regiées que, com o aumento de FA, aumentam a viscosidade e

transitam de uma fase lamelar para hexagonal.

5.3 Estudo de desenvolvimento de SPCL com aplicabilidade para a via
bucal
Sistemas precursores de mesofases liquido-cristalinas podem ser definidos

como sistemas de baixa viscosidade, que em contato com um fluido biolégico,
podem alterar a sua mesofase, ocorrendo uma transi¢cdo, gerando estruturas mais
organizadas e aumento a viscosidade (CARVALHO et al., 2013). Sistemas muitos
viscosos podem sofrer dificuldade para serem administrados através da
mucosa(CARVALHO et al., 2010b), e sistemas mais fluidos podem ser
administrados mais facilmente no sitio bucal (BRUSCHI et al., 2007; BRUSCHI et al.,
2008). Sistemas mucoadesivos com baixa viscosidade sdo interessantes para uma
maior espalhabilidade do sistema ao longo da mucosa (PATEL & PATEL, 2010;
GILHOTRA et al., 2014), e o aumento da viscosidade pode resultar num maior
tempo de residéncia da forma farmacéutica (BRUSCHI et al., 2008; GILHOTRA et
al., 2014).

A baixa retengdo de géis no local de aplicagao foi ultrapassada pela utilizagéo
de formulagbes mucoadesivas. Certos polimeros com propriedade mucoadesiva, por
exemplo, carboximetilcelulose sodica, derivados do acido acrilico, acido hialurénico,,
sao submetidos a uma mudanca de estado, mediadas pelo pH do local, de liquido a
semissoélido (BODDUPALLI et al., 2010). Esse comportamento de mudanga de
viscosidade ¢é interessante para sistemas de cristais liquidos, onde se apresentam
na forma liquida, e com a incorporacgéo de saliva se tornam mais viscoso (FEHER,
EROS & I, 2005; BRUSCHI et al., 2008; CALIXTO, 2013; BERNEGOSSI, 2014).

Para inquirir o potencial de SPLC, foi utilizada a formulagao F1QP, em virtude
do potencial mucoadesivo observado no estudo anterior pela adicdo de
quitosana/poloxamero na FA. O sistema foi diluido com saliva artificial, em
proporgdes que variam de 10 — 30%, onde foi observada a mudanca de viscosidade

com a diluicdo. A figura 20 evidencia que a diluicdo leva a uma transigdo de
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viscosidade de STBV para STAV, sendo indicativo de mudanca de mesofase liquido

cristalina.

Figura 20. Diagrama de fase ternario mostrando a transi¢cao de viscosidade para as
formulagdes percussoras (SP1, SP2 e SP3) de cristais liquidos.
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A MLP evidenciou que ocorre uma transicdo de sistema lamelar para
hegaxonal. As imagens obtidas pela MPL e o aspecto macroscopico sdao mostrados
na Figura 21. Pode-se observar que a adicao de saliva artificial € capaz de mudar a
estrutura formada de lamelar (F1QP) para hexagonal (SP1, SP2 e SP3), sendo
visualizadas cruzes de Malta e estrias, respectivamente. A transicdo de mesofase
pela adicdo de um solvente é fundamentada no fato de que a agua leva a solvatagao
da cabeca polar do tensoativo, aumentando a curvatura e o volume da regido polar,
gerando estruturas hexagonais ou cubicas por causa do maior empacotamento
(MALMSTEN, 2002; MEZZENGA, 2012). Além disso, a adigdo de curcumina, na
concentragado de 0,5%, nao alterou as estruturas visualizadas pela MPL indicando

que o farmaco nao exerce uma acgao destrutiva aos sistemas formados.
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Figura 21. Aspecto macroscépico das formulac¢des diluidas com saliva artivial e MLP
obtidas das formulacdes de SPCL.

Sistemas compostos por PPG-5-CETETH-20 e acido oleico ja foram
estudados anteriormente para aplicagao para a via nasal(CARVALHO et al., 2010a;
CARVALHO et al., 2010c; CARVALHO, 2012; CARVALHO et al.,, 2013) e os
resultados apresentados aqui corroboram que a capacidade de mudanga de fase
pela diluicdo do sistema,. Tais sistemas podem ser aplicados para outras vias de
administracdo, sendo uma plataforma interessante para sistemas de liberacdo de

farmacos.

5.3.1 Caracterizagao reolégica dos sistemas

5.3.1.1 Reologia oscilatéria

O espectro mecanico, mostrado na figura 22, mostrou que os valores de G’
foram maiores para o sistema hexagonal formado, indicativo de estruturagdo do
sistema. O perfil dos resultados esta em conformidade com o estudo de CARVALHO

(2012), onde a adicao de solvente gera sistemas mais estruturados, ou com
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comportamento de géis elasticos. Além disso, o aumento da elasticidade no sistema

foi dependente da concentragdo de saliva adicionada.

Figura 22. Espectro mecanico do médulo de armazenamento (G’) e de perda (G”) em
funcao da frequéncia para os SPCL contendo ou nao contendo farmaco.

10000 10000

P R R R TS L T ad R R T L Attt st
W = = E N EEEES NS B ®E N E B §EEEE NS an—
o
o o G0
b © © 6000 OOOOM b ¢ © o O ooooooogggm
LR O O R LT3 111 Lk SEPEPES P S 237112
- A B A A A AAAABALARSANELE — ab A A A ALDABABAANDNNLEL
w© h a & 4 R r hoa & A Ach
& d
o 100 0000ae R o 100 00000000
g 0 0000099° 3 0 0000099°
B o 000 - e o 009 et
s b @ oue99?®* e Figpe)| = b © eeeee?® ™ e FioP (@)
...."' o F1QP (G") ....O" o F1QP (G")
0l e eee*’ i w0l o ee®*’ il
3 A SP1(G") 3 A SP1(G")
m SP2(G) m SP2(G)
o sP2(G") o sP2(G")
) + SP3(G) ; * SP3(G)
sem farmaco o SP3(G) com farmaco O SP3(GY)

10 100 10 100

Frequéncia angular (rad/s) Frequéncia angular (rad/s)

O aumento do mddulo de armazenamento ou elastico foi investigado por
varios autores no estudo de estruturacido de sistemas farmacéuticos. Géis de
poloxameros se baseiam na mesma propriedade de SPLC, porém o aumento de
viscosidade ocorre pelo aumento de temperatura (CHANG et al., 2002; YUN CHANG
et al., 2002; BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2009; GRATIERI et al., 2010). Em
géis de poloxameros a transigdo sol-gel leva ao aumento a viscosidade e contribui
para o aumento do modulo elastico desses sistemas, além de mostrar propriedades
bioadesivas (DUMORTIER et al., 2006).

A analise quantitativa dos espectros mecanicos, na tabela 3, mostrou
resultados para S crescentes para os SPCL com e sem farmaco, indicando uma
estruturagao do sistema conforme ocorre a diluigao, transitando de fase lamelar para
hexagonal. Os valores de n mostraram ser decrescente com o aumento de agua,
indicando uma organizagdo mais complexa, e os valores de r foram préximos a 1,
indicando que os sistemas sdo dependentes da frequéncia angular, porém com a
diluigdo dos sistemas os valores de r sofrem uma discreta diminuicdo. Os dados
quantitativos mostram que a adicdo de farmaco ao sistema levou valores de S
maiores, indicando que o farmaco interage com as mesofases formadas, podendo

levar a uma maior organizagao estrutural dos sistemas.
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Tabela 3. Valores de regressao linear (r), da resisténcia do gel (S) e do expoente
viscoelastico (n) dos SPCL contendo ou nao farmaco.

Formulagao S n r

F1QP 137.3 0,21 0,991
SP1 421,9 0,24 0,980
SP2 487,5 0,24 0,975
SP3 4426,0 0,12 0,930
F1QPC 140,2 0,25 0,992
SP1C 421,9 0,24 0,980
SP2C 481,4 0,17 0,960
SP3C 4436,2 0,12 0,931

CARVALHO et al. (2012) reportaram que a elasticidade, ou estruturacao, é
dependente da concentragdo de polimero, em sistemas farmacéuticos geleificados,
resultam no aumento das propriedades mecanicas e mucoadesivas. O
comportamento evidenciado pelos autores corrobora com o comportamento dos
SPCL, onde o aumento do modulo elastico foi dependente da concentragdo de agua

presente no sistema, tornando sistemas mais organizados estruturalmente.

5.3.2 Caracterizacao mecanica dos SPCL

5.3.2.1 Analise do perfil de textura (TPA)

Os testes de propriedades mecanicas das formulagdes sdo de grande
importancia no delineamento de sistema de liberagdo de farmacos para a via bucal
(JONES, WOOLFSON & BROWN, 1997a; BRUSCHI et al., 2007; JONES et al.,
2009). A figura 23 mostra os parametros estudados para as formulagdes, onde
foram misturadas como a saliva artificial, a fim de investigar as mudangas que
podem ocorrer na textura dos sistemas quando entrar em contato com a saliva
presente no ambiente bucal.

Os resultados obtidos, mostrados na Figura 23, a partir da analise do perfil de
textura das amostras evidenciaram que a diluicdo dos sistemas gera respostas
dependente para os parametros estudados, sendo indicativo de uma maior

organizagado estrutural da fase hexagonal formada. A adicdo de curcumina aos
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sistemas ndo alterou os parédmetros de textura de forma significativa quando
comparado aos mesmos sistemas sem farmaco (p < 0,05, teste t Student).

A diluicdo de sistema gera um aumento da viscosidade que aumentam os
valores de dureza e compressibilidade. Conforme foi estudado por varios autores, o
aumento das concentragdes de polimeros em uma dispersao polimérica, aumenta a
viscosidade, e gera valores dependentes e crescentes para dureza e
compressibilidade (JONES, WOOLFSON & BROWN, 1997b; CARVALHO et al.,
2012; CALIXTO et al., 2014). O parametro de compressibilidade tem uma relagéo
com a espalhabilidade de um produto (LUCERO, VIGO & LEON, 1994) relacionado
com a viscosidade aparente da formulagao.

Figura 23. Gréaficos de barra para as medidas de dureza, area de compressao, area de

adesividade e coesao obtidos pela metodologia de TPA das formulagdes de SPCL contendo
€ nao contendo curcumina.
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Os valores de dureza e compressibilidade obtidos para todas as amostras
foram semelhantes aos obtidos para géis bucais de poloxdmeros, contendo fase
aquosa, com o polimero carbopol, conforme relatado no estudo de (BRUSCHI et al.,

2007). Os valores obtidos para a média da area de adesividade foram superiores
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quando comparado aos valores obtidos em estudo conduzido pelos autores. A maior
aderéncia de uma formulagdo é devido ao aumento das interacbes entre as
moléculas da formulagdo com a sonda analitica e também devido ao aumento da
aderéncia da forma farmacéutica (BRUSCHI et al., 2008) contribuindo para a
bioadesdo. Dessa maneira, sistemas farmacéuticos que modificam seu
comportamento reolégico quando entram em contato com o meio fisiolégico aquoso,
sao comumente empregados para atribuir as propriedades mucoadesivas e
reoldgicas em um sitio anatémico especifico (CARVALHO, CHORILLI & GREMIAO,
2014).

5.3.3 Estudo de mucoadesao in vitro dos SPCL

Para conceber sistemas de liberagdo de farmacos com propriedades
mucoadesivas excelentes, tais como cristais liquidos, € necessario o
desenvolvimento de testes de mucoadesao, com metodologias simples, que possam
avaliar tais propriedades mucoadesivas (TAKEUCHI et al., 2005; YU, ANDREWS &
JONES, 2014).

Os valores para forga e trabalho de mucoadeséo sdo mostrados na figura 24.
Para as formulagdes precursoras € observado um aumento da forca mucoadesiva e
do trabalho. A adicdo de saliva gerou uma propriedade mucoadesiva crescente e
dependente, podendo ser correlacionado com aumento da viscosidade das
formulacdes. Essa propriedade de aumentar a viscosidade em géis de poloxameros,
como sistemas temperatura-dependente, e de dispersbes poliméricas, como
sistemas pH-responsivos, também € descrita na literatura como uma propriedade
que facilta a mucoadesdo em diferentes mucosas (CHANG et al., 2002
DUMORTIER et al., 2006; BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2009; GRATIERI et
al., 2010; PATEL et al., 2012; YUAN et al., 2012; ABHIRAMI et al., 2014; RAI et al.,
2014).
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Figura 24. Graficos de barra para as medidas de forga e area de mucoadeséao obtidos pela
metodologia de mucoadeséo in vitro dos SPCL contendo e nao contendo curcumina.
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Por outro lado, a agua presente nas formulagdes pode participar do processo
de mucoadesdo, assim como também o tensoativo pode interagir com os
componentes da matriz, por interagées hidrofébicas, forcas van der Waals e por
ligacdes de hidrogénio (YU, ANDREWS & JONES, 2014). Para sistemas liquidos
cristalinos, pode ocorrer uma interagdo com a agua presente na mucosa, levando a
uma desidratagdo da amostra (NIELSEN, SCHUBERT & HANSEN, 1998;
CREMONEZ, BENTLEY & LARA, 2013), contribuindo para o processo de
mucoadesao. Devido ao fato de que os sistemas liquidos cristalinos podem sofrer
mudangas na sua mesofase, sugere-se que a agua presente na mucosa possa
interagir com dominios aquosos da estrutura liquido-cristalina, levando a esse
processo de mucoadeséo.

A natureza catibnica polieletrdlita da quitosana pode proporcionar uma forte
interagcdo eletrostatica com muco ou a superficie da mucosa que sédo carregadas
negativamente (SMART, 2005a). A quitosana presente na FA dos sistemas pode ter
contribuido também para o processo de mucoadesdo. Na fase de pré-formulacao
deste estudo, foi possivel observar o efeito sinérgico sobre a mucoadesao quando
foi realizada a adicdo deste polimero na FA de sistemas formados por cristais
liquidos formado por PPG-5-CETETH-20/acido oleico/agua.

Adicionalmente, a quitosana, por ser carregada positivamente, pode interagir
com as células tumorais, que possuem fosfatitilserina, um fosfolipidio aniénico, na
membrana celular, podendo contribuir a adesdo com a superficie celular carregada

negativamente (YANG et al., 2009). Por isso, a utilizagcao de sistemas contendo
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quitosana se tornam tdo interessantes no desenvolvimento de sistemas

mucoadesivos para o tratamento local de tumores em mucosas.

5.4 Desenvolvimento do método analitico por CLAE para determinagao
de curcumina
Um meétodo foi desenvolvido para analise qualitativa da curcumina. O método

mostrou uma separagao satisfatéria da curcumina, o principal componente nos
extratos C. longa, com boa resolugdo dentro de um curto espaco de tempo,
utilizando um método isocratico. Foi observado a presenga de curcuminoides, como
a desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina, ja sendo reportada a presenca
destes metabdlitos no extrato da Sigma-Aldrich® (ADACHI, ANDO & WATANABE,
2002; FIROUZI et al., 2014).

O cromatograma mostrou 3 picos de retengédo em 11 minutos para a curcumina
(3) (Figura 25), e dois primeiros picos para desmetoxicurcumina (2) e
bisdesmetoxicurcumina (1), conforme reportado por WICHITNITHAD et al. (2009). A
diferenca do método adaptado e do método original, se baseia no fluxo da fase
movel e ajuste do gradiente da fase movel, ja que no método proposto por
WICHITNITHAD et al. (2009) o fluxo é de 2,0 mL por minuto e a coluna C1s utilizada
foi de 15 cm. O método desenvolvido para este trabalho foi utilizado uma coluna C18
de 25 cm, dessa forma a analise foi longa, nas condigdes originais, em torno de 50
minutos, e o fluxo foi diminuido para 1,2 mL por minutos e a polaridade da fase
movel foi aletrada, de forma, para eluir de forma mais rapida os compostos, gerando
um tempo de analise de 15 minutos, com um tempo de retencédo para a curcumina

de 11 minutos.
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Figura 25. Cromatograma da curcumina (50 ug mL') em metanol e do solvente metanol
grau HPLC.
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A curva de calibragdo para a curcumina provou ser linear ao longo do intervalo
proposto (0,5-75 ug.mL-"), como mostrado pelos coeficientes de regresséo linear (r?)
de 0,9998 para o composto estudado, demonstrando um ajuste aceitavel de dados
para a linha de regressao (y = 0,002027x - 0,000228), conforme mostrado na figura
26.

Figura 26. Curvas padrdo de curcumina em metanol com intervalo de concentracéo
compreendido de 0,5 - 75,0 ug.mL™" obtida por CLAE.
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A analise estatistica de regressao linear obtida a partir de um Fcac (80.768,65)
em comparagdo com Fwp (6,1 x 10%6) demonstra a significaAncia estatistica do
método de linearidade. A sensibilidade do método para o composto foi expressa pela
inclinagdo da curva analitica, e pelos valores LQ e LD de 35,1 e 11,61 ng mL™",
respectivamente.

A precisdo do padrdao na amostra foi avaliada em trés niveis: 10, 50 e 70 yg mL""
para a curcumina, com recuperagoes de 101, 102,2 e 100%, respectivamente. O
método mostrou boa precisdo em concentragdo baixa, média e de alto nivel para o
analito, dentro da linearidade do método. Um valor de DPR < 3,0% foi observado em
todas as determinagdes do teste de recuperagao. Tanto as corridas intra- e inter-dia
apresentaram valores de DPR menores que 3,0% e os valores de p obtido pelo teste
t foram maiores que 0,05 mostrando que as médias de concentracbes foram
estatisticamente iguais no ensaio da corrida intra-dia. Estes resultados mostram a

alta precisao do método para a determinacdo do método de analise (Tabela 4).

Tabela 4. Precisdo intra-corrida e precisdo intermediaria do método avaliado em
concentragoes diferentes de curcumina.

Concentragao Ex (r:i;)nncringagaoml__1 DPR (%) Exatidao (%)
tedrica perimental® (kg ) Valor p°
(ug mL™) Dia 1 Dia 2 Dia1 Dia2 Dia1 Dia2
1.0 1014002 10140013 198 125 1010 1008 05000
50,0 50,33£0,05 50,7 +0,61 01 120 1007 1014 02576
70,0 70407 70,03+0208 03 099 1000 1006 02168

@ Média e desvio padréo

b Teste t Student com nivel de significancia de 95%

A especificidade foi avaliada pela inje¢cdo das matrizes estudadas sem
farmacos e com a adigdo de 50 yg mL" de curcumina. O cromatograma dessas

analises é mostrado na figura 27. Pode-se observar que as matrizes sem curcumina
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nao exibiram nenhum pico de retencdo no tempo de 11 minutos. Esses resultados
indicam que os componentes presentes nessas matrizes ndo interferem na analise,

assim nao é necessario nenhum processamento de extragao para as amostras.

Figura 27. Cromatograma da solugao branca de extrato metandlico da mucosa e tampéo
fosfato (TP) contendo LSS 0,5% e das solugdes contaminadas com com 50 ug.mL™ de
curcumina.
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Como forma de avaliar a recuperagao da curcumina em diferentes matrizes,
como no tampao contendo LSS, utilizado como meio receptor, € no extrato de
mucosa, foram avaliados a taxa de recuperagdo do analito pelo método de
contaminagao do padrao nas matrizes selecionadas. Os resultados estdo expressos
na tabela 5 e mostram que a taxa de recuperagao da curcumina nas matrizes foi em
torno de 100% e DPR foi menor do que 3%. Esses resultados indicam que a
curcumina pode ser analizadas nessas matrizes, no ensaio de performance, sem
prejuizo na sua detecgdo e quantificagcdo, estando de acordo com a legislagéo
(BRASIL, 2003).
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Tabela 5. Valores da recuperagao da curcumina nas matrizes estudas, TP contendo LSS
0,5% e mucosa esofagica de suina, utilizando o método de adigdo do padrao.

. Concentracao Concentracao B
Matriz . _ DPR (%) Recuperacao (%)
Teorica (ug mL™) Experimental® (ug mL™)
4 1,0 1,02 0,03 2,94 102,0
P
» 8 50,0 50,12 +0,11 0,22 100,2
-]
28
s o3 70,0 69,80 +0,09 0,13 99,7
1,0 1,08 0,03 2,78 108,0
m
3 %
§ ] 50,0 50,10 +0,59 1,18 100,4
2 a
o 70,0 71,00 0,9 1,41 101,4

aMédia e desvio padrao

O método desenvolvido se mostrou linear, especifico, preciso e exato para a
determinacdo de curcumina em ensaio de performance, com na liberacdo e
permeacado, e também em ensaios de retencdo em amostras bioldgicas, como na

mucosa esofagica suina.

5.4.1 Avaliacao da performance dos SPCL

5.4.1.1 Ensaio de liberagao ex vivo

Durante a fase de desenvolvimento de produtos farmacéuticos é adequado
empregar procedimentos de liberagdo in vitro para selecionar formulagdes que
possam proporcionar uma atividade terapéutica adequada. Pode-se considerar que
os estudos de liberacdo medicamentosa proporcionam dados valiosos sobre as
particularidades estruturais do veiculo e a capacidade deste em liberar os farmacos.
Os estudos de liberacdo proporcionam dados que podem correlacionar com a
estrutura do material e a capacidade deste em liberar os farmacos.

O estudo de liberacdo mostrou que o farmaco dissolvido em &acido oleico
obteve uma liberacdo de aproximadamente 80% ao final de 12 horas, como
mostrado no perfil de liberagdo (Figura 28). Porém, as formulagdes SPLC (F1QP e
SP3) nao foram capazes de liberar o farmaco através da membrana, ficando retido

na forma farmacéutica. O comportamento de baixa ou nula taxa de liberacdo em
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formas farmacéutica liquida-cristalinas foi evidenciado por outros autores, como por
(FUJIMURA, 2014) que observou que a taxa de liberagado foi baixa para o trans-
resveratrol contido em sistemas de cristais liquidos hexagonais. O mesmo
comportamento foi reportado por OYAFUSO (2012) com a incorporagao de
dexametasona em sistemas com mesofases hexagonais e cubicas, que gerou uma
liberagdo de 3% e 5%, respectivamente. CALIXTO (2013) também relatou a taxa de
liberacdo nula, em sistemas lamelares e hexagonais, para um peptideo analogo a
adenosina de Streptococcus mutans incorporado em sistemas liquido-cristalinos
com a finalidade da liberagdo bucal para tratamento e manejo de carie dentaria. A
baixa taxa de liberacdo em sistemas liquido-cristalinos pode ser explicada por
ocorrer uma forte interacdo do farmaco lipofilico, como, por exemplo, frans-
resveratrol e dexametasona que possuem uma alta lipofilicidade, com os dominios
fase oleosa e de tensoativo, fazendo com que o farmaco fique retido na forma

farmacéutica.

Figura 28. Perfil de liberagao (%) da curcumina dissolvida em acido oleico pelo periodo de
12 horas.
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Outro fato fator que possui influéncia na liberagcdo é a organizagéo estrutural
de sistemas nanoestruturados de cristais liquidos. FARKAS, KISS & ZELKO (2007)
relataram que o tipo de mesofase formada resulta em taxas mais lentas de
liberagcdo. Os autores observaram que a fase lamelar resulta em uma liberagdo do
farmaco mais rapida e imediata do que quando incorporada em mesofases
hexagonais.

Como néao foi possivel realizar a liberagao das formulagcbées F1QP e SP3,
apenas foi possivel ajustar aos modelos cinéticos a formulagao controle. A liberagao
do farmaco a partir de sistemas de liberacdo modificada tem sido descrita por varios
modelos cinéticos (COSTA, 2002). A interpretagao quantitativa dos valores obtidos é
preconizada pela utilizagdo de uma equacgao genérica que traduza matematicamente
a curva de liberacdo em funcdo de paradmetros relacionados com as formas
farmacéuticas.

Dos mais diversos modelos utilizados para estudar a cinética de liberacéo,
estdo os modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi. O modelo de primeira
ordem descreve que a quantidade de farmaco é liberada proporcionalmente pela
unidade de tempo e sao ideais para formas farmacéuticas que tendem a veicular
farmacos visando a liberagdo controlada (VARELAS, DIXON & STEINER, 1995).

O modelo de primeira ordem propde que a liberacdo do farmaco ocorre de
forma proporcional a quantidade de farmaco remanescente em seu interior, de modo
que a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui (MANADAS,
PINA & VEIGA, 2002). A quantidade de farmaco liberada varia com a taxa
apropriada, durante a analise.

A liberagao de farmacos soluveis em agua ou pouco sollveis em agua a partir
de sistemas semi-sdlidos foi estudada por HIGUCHI (1962). O modelo de Higuchi
pode ser melhor aplicado para formas farmacéuticas que nao possuem propriedades
de intumescimento (LOPES, LOBO & COSTA, 2005) e descreve que 0 mecanismo
de liberacao dos farmacos ocorre pelo processo de difusdo, baseado na lei de Fick,
estando dependente da raiz quadrada do tempo (HIGUCHI, 1962).

Os resultados obtidos para a cinética de liberagdo mostraram a
predominéancia da cinética de liberagao do tipo de ordem zero, ou seja, a quantidade
de farmaco liberada a partir da matriz € proporcional ao tempo. Modelos com um R2
menor de 0,9 ndo devem ser aplicados, ja que corresponde a um ajuste deficiente
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do modelo. O modelo de Higuchi obteve um valor de R? de 0,8773 n&o sendo

satisfatorio.

Tabela 6. Constante (k) e coeficientes de regressédo ajustado dos modelos aplicado ao
ensaio de liberagao da curcumina em acido oleico.

Modelo matematico Constantes e coeficientes de

regressao ajustado

Ko R? ajustado
Ordem zero

6,7815 0,9790

K1 R?
Primeira ordem

0,1180 0,9763

KH R?
Higuchi
20,1074 0,8773

Os modelos matematicos sdo deduzidos por analises tedricas do processo de
dissolugcdo e liberagdo do farmaco em funcdo do tempo, considerando a forma
farmacéutica. Com o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo em que
varios mecanismos de liberacdo podem estar envolvidos, fica dificil adequar
fundamentos tedricos nas equagdes (COSTA & SOUSA LOBO, 2001).

5.4.1.2 Ensaio de permeacao e retengao ex vivo

O ensaio de permeacado nao demostrou que a curcumina possui capacidade
de permear em 12 horas, entretanto a curcumina foi capaz de reter na mucosa. A
figura 29 mostra a porcentagem acumulada no tecido de mucosa esofagica apos 12
horas do teste ex vivo. A analise estatistica mostrou que houve diferenca entre as
médias (p > 0,05) de porcentagem de retencéo para as formulagdes. A retengao foi
de aproximadamente 3%, 15% e 10% para o controle, F1QP e SP3.
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Figura 29. Porcentagem de retencao de curcumina em mucosa suina apés 12 horas do
teste de liberacéo ex vivo.
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Os valores de retengcao mostraram valores superiores para F1QP, em relagao
a SP3 e para AO. Esses resultados foram maiores do que para o controle, ja que o
acido oleico € relatado como um promotor de permeacéao e pode ter contribuido para
promover a retengao.

Os tensoativos tém sido relatados na literatura como uma estratégia para
aumentar o fluxo de farmaco permeando através das membranas biologicas
(WILLIAMS & BARRY, 2012), além de aumentar a permeacao de farmacos para via
bucal (NICOLAZZO, REED & FINNIN, 2004; NICOLAZZO, REED & FINNIN, 2005;
DU et al., 2014).

O valor de retencao foi maior para sistemas lamelares do que para hexagonais e
pode estar relacionado pela similaridade da estrutura lamelar liquido-cristalina com a
membrana das células (LAGERWALL & SCALIA, 2012) que leva a uma maior
interagdo promovendo a liberagao no tecido alvo. Além disso, a liberagao lenta e alta
capacidade de carreamento de farmacos hidrofébicos, como antitumorais, em
sistemas liquido-cristalinos, € particularmente interessante para o tratamento do
cancer, onde a citotoxicidade para farmacos antitumorais pode ser melhorada
(LAGERWALL & SCALIA, 2012).

Embora a curcumina presente no sistema seja retida na mucosa, pode ser
interessante para um efeito local sobre o cancer oral. Estudos adicionais devem ser
realizados, de forma a avaliar a performance do sistema in vitro e estudos
farmacocinéticos e de eficacia em animais, de forma para que possam contribuir

para um desenvolvimento mais racional desses sistemas.
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6 CONCLUSAO

Os sistemas desenvolvidos se mostraram uma plataforma interessante para a
aplicacao na via bucal, ja que foram mucoadesivos, sendo atraentes para aumento
do tempo de residéncia da forma farmacéutica no sitio bucal Os SPCLs mostram
transicao de fases em fungcdo da concentracdo de saliva artificial, e os parametros
de textura foram superiores e crescentes, além da forca de mucoadesao
determinada. Embora, o farmaco nao tenha liberado e nem permeado a partir da
matriz, o farmaco foi capaz de ficar retido na mucosa esofagica, dependendo do tipo

de mesofase formada, para as formulagcdes estudadas.
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APENDICE A - VALIDAGAO DO METODO ANALITICO POR
ESPECTROSCOPIA POR UV-VISIVEL QUANTIFICAR A
CURCUMINA (CURCUMINOIDES)

A validagdo do método analitico é importante porque garante o sucesso da
utilizagdo da metodologia desenvolvida, além de detectar erros de procedimento
analitico e oferecer evidéncias comprovadas da eficiéncia do método (CAUSON,
1997).

A seletividade foi determinada pela avaliagdo dos componentes das
formulagdes e do padrdo de curcumina 4 ug.mL™" através de uma varredura no UV.
Dessa forma foi avaliado qualquer pico de absor¢gdo maxima com os componentes
na mesma regido da curcumina. A figura 1 mostra o espectro de absorgdo dos

componentes e do padrédo de curcumina 4 pg.mL™" dissolvidos em etanol.

Figura 1. Varredura de absorg¢ao na ultravioleta no comprimento de onda de 300 a 600 nm
da curcumina padrao 5 e dos componentes em etanol.
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A lineariedade do método foi verificada a partir de trés curvas analiticas em 9
niveis de concentracgéo variando de 0,25 até 7,0 yg.mL"' sendo mostrado na figura
20. Os valores de DPR para as médias das concentracdes foram menores que 5%,
assim como sendo preconizado pela RE 899 (BRASIL, 2003). A andlise de
regressao linear dos minimos quadrados apresentou um coeficiente de
determinacédo de 0,99850, indicando linearidade dentro dos limites das

concentragdes estudadas, obtendo-se a equacgao da reta y = 0,1832x + 0,0056.
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Figura 2. Curvas analiticas obtidas em fungédo da absorvancia da curcumina pelo intervalo
de concentragdo de 0,25 a 7,0 yg.mL™".
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Através da analise de variancia (Tabela 2) pode-se testar a validagdo do
meétodo e a significancia estatistica da curva ajustada. De acordo os resultados,
observou-se que o método é linear e nao houve falta de ajustes para as médias
estudadas, apresentando um valor de F de 7,71675e%, abaixo do valor critico
tabelado (16.680,5). Os valores de p foram menores que 0,05 para o coeficiente
linear e angular sendo entdo que tais coeficientes séo significativos para a

lineariedade do modelo.

Tabela 2. Resultado do tratamento estatistico por ANOVA fator Unico para a regressao
linear.

gl SQ MQ F tabelado F calculado
Regresséo 1 4,88236058 4,882361 16680,5 7,71675e%
Residuo 25 0,007317465 0,000293
Total 26 4,889678045

Ainda como resultado da avaliacido da linearidade, calcularam-se os LD e LQ.
Os resultados encontrados foram de 0,09 para LD e 0,31ug mL™" para LQ. A
precisdo intra-corrida e precisao intermediaria estdo sendo mostrada na tabela 5.
Podemos observar que o desvio padrao relativo foi menor que 1,65%, sendo
menores de 5% estando de acordo com a RE 899. A exatiddo obteve valores entre

80 e 120%, conforme descrito na RE 899. O teste t ndo pareado para comparagao
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entre as médias das concentracbes dos dois dias ndo foram estatisticamente
diferentes, obtendo um p > ,05. Para as concentragdes de 1,0, 3,5 e 7,0. yg mL""

foram obtidos valores de p de 0,4677, 0,0751 e 0,5060, respectivamente.

Tabela 3. Precisdo intra-corrida e precisdo intermediaria do método avaliado em
concentragoes baixa, média e alta de curcumina.

Concentragao Concentragao DPR (%) Exatidéo (%)
tedrica experimental (ug mL™")
(Mg ML) : . . : . :
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
1,0 0,99 +0,014 1,0 £0,008 1,38 0,83 99,3 99,9
3,5 3,57 0,03 3,52 £0,04 0,89 1,28 101,9 100,5
6,0 6,01 £0,10 6,05 0,10 1,65 1,64 100,17 100,8

Foi constatado, também, que o método possui robustez intrinseca, pois
manteve sua resposta, em triplicata, quando se variou o comprimento de onda. As
concentragbes obtidas foram de 6,03 £0,10 (1,69%), 6,05 0,10 (1,64%) e 6,17 0,03
(0,48%) para os comprimentos de onda de 424 nm, 425 nm e 426 nm,
respectivamente. A ANOVA para os grupos mostrou que nao ha diferenca estatistica
entre as médias dos grupos (p = 0,4995). Dessa forma, o método foi considerado
robusto.

O método apresentado foi desenvolvido e validado segundo o ICH (2005) e a
RE 899 da ANVISA (BRASIL, 2003), apresentou a confiabilidade requerida para um
meétodo analitico. Além de se mostrar como uma alternativa rapida, segura e de

baixo custo quando comparado ao método por CLAE.
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