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RESUMO

A Anfotericina B (AmB) é um dos mais importantes antifingicos de amplo espectro
utilizados na terapia de infecgdes invasivas, no entanto apresenta baixa solubilidade, o que
tem levado ao desenvolvimento de formulagdes lipidicas que modifiquem o perfil de
biodisponibilidade, e conseqiientemente a atividade terapéutica. Microemulstes (MES)
sdo sistemas liquidos transparentes isotropicos e termodinamicamente estaveis de dois
liquidos imisciveis, estabilizados por um agente tensoativo, e quando necessario um co-
tensoativo. As subemulsfes possuem caracteristicas semelhantes, porém apresentam
goticulas de tamanho intermediarios entre emulsdes e MEs e sdo semi-transparentes. O
objetivo esse trabalho foi o desenvolvimento de sistemas microemulsionados ou
subemulsionados estabilizados por fosfatidilcolina de soja (FS) associada a tensoativos
hidrofilicos para veiculacdo de AmB. Foi avaliada a utilizagdo de pluronic (PLU) como
co-tensoativo e observou-se o predominio de sistemas mais viscosos. A utilizagdo de
Tween-20 (TW-20) associado a FS proporcionou a obtencdo de sistemas transparentes
liquidos o que levou a um estudo mais criterioso desses sistemas. O estudo do balanco
hidrofilo-lipolifo (EHL) foi realizado assim como medidas utilizando técnicas de
espalhamento dindmico de luz para analise do tamanho das goticulas da fase interna. Foi
realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) a determinacgédo
quantitativa da FS presente nas MEs por 60 dias e foi verificado que ndo ha significancia
nos valores de hidrolise obtidos. O estudo do comportamento reoldgico das MEs, mostrou
que todas as amostras apresentaram comportamento Newtoniano, mantendo a viscosidade
constante independente da velocidade de deformacéo. Os estados de agregacdo da AmB
foram avaliados através de seus espectros de absorcdo relativos as diferentes

concentragdes, inclusdo em ciclodextrinas e incorporacdo no sistema microemulsionado
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selecionado. Foi verificada uma modificacdo relativa na proporcdo de mondmeros do
farmaco. A técnica de nefelometria foi realizada e indicou aumento no tamanho das
goticulas da ME com o aumento da concentracdio da AmB. Verificou-se que a
incorporacdo de AmB nos sistemas desenvolvidos € dependente da proporcéo relativa da
fase interna oleosa. A liberacdo de AmB, in vitro, € mais prolongada a medida que
aumenta a proporcdo de fase interna oleosa. Os sistemas microemulsionados e
subemulsionados mostraram-se eficazes na veiculacdo de AmB apresentando-se como

sistema reservatorio facilitando a liberacéo prolongada.

PALAVRAS-CHAVE: microemulsoes, anfotericina B, ciclodextrinas.
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ABSTRACT

Amphotericin B (AmB) is one of the most important wide spectrum antifungal used in the
invasive infections therapy. It presents low solubility, which has taken to the development
of lipid formulations that change the bioavailability profile, and consequently the
pharmacological effect. Microemulsions (MEs) are isotropic liquid transparent and
thermodinamically stable systems of two immiscible liquids stabilized by a surfactant
agent, and when necessary, by a co-surfactant. Subemulsions show similar characteristics,
however they present droplets of intemediate size between emulsions and MEs and they
are semi-transparent. The objective of this work was the development of subemulsified
and microemulsified systems stabilized by soya phosphatidylcholine (FS) and/or FS
associated to hydrophylic surfactants to AmB veiculation. It was evaluated the use of
pluronic (PLU) as co-surfactant and it was observed the predominancy of the more
viscose systems. The use of tween-20 (TW-20) associated with the FS provided the
formation of transparent liquid systems that has taken to a detailed study of those systems.
The hidrophylic-lipophylic balance (HLB) study was performed as well as measures
using techniques of dynamic light scattering to verify the droplets size to internal droplet
phase analysis. It was performed the quantitative determination of the FS in the ME for 60
days through of high performance liquid chromatography (HPLC) and it was verified that
there is no significance in the hydrolysis values obtained. The study of the rheological
behavior of MEs verified that all the samples have presented Newtonian behavior,
maintaining the viscosity constant independent of the deformation speed. The states of
aggregation of the AmB have been evaluated through its relative absorption specters to
the different concentrations, inclusion in cyclodextrins and incorporation in the selected

microemulsion system. A relative modification in the proportion of monomers of the drug

CRISTINA MARIA FRANZINI
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was verified. The Nefelometry technique was performed and showed increase in the
droplets size of the ME with increase to the AmB concentration. It was verified that the
AmB incorporation in the developed systems is dependent on the oil phase. The in vitro
release of AmB is more prolonged as long as the internal oil phase increases. The
microemulsified and subemulsified systems appear as more effective in the AmB
veiculation presenting themselves as reservatory system, facilitating the prolonged

release.

KEYWORDS: microemulsions, amphotericin B, cyclodextrins.
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Introducio 1

1. INTRODUCAO:

Diversos fatores tém contribuido para o aumento no nimero de pacientes
imunocomprometidos. Dentre esses fatores destacam-se a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, o cancer, os transplantes, o uso de sistemas de suporte de nutri¢cdo parenteral e 0
uso indiscriminado de antimicrobianos. Em decorréncia do comprometimento
imunoldgico, tais pacientes tornam-se alvos faceis para infecgdes fungicas sistémicas

(ARAUJO, 2005).

Anfotericina B(AmB), embora apresente toxicidade aguda e cronica, tem sido um
dos farmacos mais efetivos como agente antifingico sistémico. A AmB tem amplo
espectro de atividade contra varios tipos de fungos, porém em razdo de sua baixa

solubilidade ndo é adequadamente absorvida pelo trato gastrintestinal (COHEN, 1998).

A AmB ¢ anfotérica devido a presenga da carboxila e do grupo amino e anfifilica
por apresentar uma extremidade polar e outra apolar, assemelhando-se, por isso com
fosfolipidios (colesterol e ergosterol) das membranas celulares. O farmaco possui maior
afinidade pelo ergosterol da membrana fungica do que pelo colesterol da membrana de
animais pelo maior contato intermolecular com o ergosterol que possui uma estrutura mais
rigida que o colesterol. Seu efeito fungicida baseia-se na capacidade da AmB em formar
canais que se extendem a membrana celular. Dessa forma os constituintes da célula do
microrganismo sdo perdidos, levando a uma perturbacdo do metabolismo, desestabilizacao
osmotica e morte celular (HILLERY, 1997). Entretanto, a atividade da AmB néo ¢
exclusiva para as células fungicas sendo que os rins constituem o maior alvo desse efeito
toxico.

Substancias farmacologicamente ativas, assim como AmB, quando veiculadas em

formas farmacéuticas convencionais, geralmente ndo conseguem atingir concentracéo
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apreciavel no tecido alvo no organismo, porque entre o local da aplicacéo e as células se
interpde uma série de barreiras biologicas que expde os tecidos normais do organismo aos
efeitos potencialmente toxicos do farmaco (OLIVEIRA et al., 1992; CONSTANTINIDES,
1995; DALMORA et al., 2001, OLIVEIRA e SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al., 2004).

A forma comercialmente disponivel € um sistema micelar no qual o farmaco esta
solubilizado com desoxicolato de sddio. Essa formulagédo tem sido utilizada por mais de 40
anos para tratar micoses sisttmicas. Na tentativa de reduzir sua toxicidade, trés complexos
lipidicos foram desenvolvidos e estdo disponiveis no mercado. Ambisome®, ABCL® e
Amphocil®. Essas formulacdes sio administradas por via parenteral e o paciente deve
permanecer hospitalizado durante a infusdo. Esses fatores contribuem para uma menor
adesdo do paciente ao tratamento.

E necessario um estudo muito criterioso no desenvolvimento de novas formulacoes
para veicular a AmB, pois se trata de uma molécula praticamente insoltvel na maioria dos
solventes, e possui mecanismo de acdo que preconiza a ndo existéncia de agregados. As
formas monoméricas sdo mais eficientes na inducdo da permeabilidade de potassio nas
membranas que contém esterois e levam a uma menor toxicidade.

FormulagGes lipidicas como microemulsdes (MEs) e lipossomas possuem
capacidade de reduzir a toxicidade, o que pode ser devido a diminuicdo da exposicao renal
pela reducdo da ligagdo do farmaco as lipoproteinas (BEKERSKY, et al., 1999).

A composicdo dos carreadores lipidicos deve permitir que as moléculas de AmB
fiquem indisponiveis para interagirem com as células humanas e exercerem seus efeitos
toxicos.

Misturas de eletrolitos, hidrocarbonetos e compostos anfifilicos tém sido assuntos
de extensivas pesquisas, especialmente aqueles sistemas formando solugdes isotropicas,

também conhecidas como microemulsdes (BOURREL e SCHECHTER, 1988).
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MEs séo definidas como emulsdes transparentes, nas quais um 6leo ou um farmaco
lipofilico é disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um tensoativo associado
ou ndo, a um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema termodinamicamente estavel
(OLIVEIRA et al, 2004). Para a estabilizacdo desses sistemas, é necessaria a diminuicdo da
tensdo interfacial para a neutralizagcdo dessa energia livre (LAWRENCE et al., 2000;
OLIVEIRA e SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al., 2004). Apresentam grande area
interfacial devido ao tamanho diminuto de goticulas que possuem, levando a um aumento
da energia livre (OLIVEIRA, 1997; LAWRENCE et al., 2000; OLIVEIRA e SCARPA,
2001; OLIVEIRA et al., 2004).

MEs podem formar estruturas tais como goticulas de 6leo em agua (O/A),
goticulas de agua em 6leo (A/O) ou estruturas bicontinuas. Esta descrito na literatura que
substancias farmacologicamente ativas dissolvidas na fase interna da ME O/A possuem
liberacdo mais lenta em relacdo ao farmaco livre, mostrando a habilidade desse tipo de
agregado como sistema reservatério podendo proporcionar efeito Estudos realizados em
nosso laboratério com o antiinflamatdrio ndo esteroidal piroxicam ilustram claramente esse
fendbmeno (DALMORA e OLIVEIRA ,1999; DALMORA et al, 2001).

MEs frequentemente apresentam grande capacidade solvente para farmacos,
tornando-as formulagfes mais atrativas na area farmacéutica, além de oferecerem varios
beneficios para administracdo oral, incluindo aumento na absor¢do, maior poténcia
terapéutica e reducédo da toxicidade (TROTTA et al., 1999).

Desta forma, as potencialidades das MEs e SEs em aumentar a absorcdo de
farmacos no trato gastrintestinal, proporcionar protecdo de substdncias contra 0 meio
bioldgico, possibilitar o direcionamento do farmaco, contribuindo assim para a adesdo de
pacientes ao tratamento pela facilidade de administracdo, garantir facilidade de produgéo,

fazem deste sistema uma importante alternativa a ser explorada também na liberacdo por

Cristina Maria Franzini



Introducio 4

via oral. Sdo consideradas como sistemas transportadores podendo comportar-se como

potente reservatorio de farmacos lipofilicos ou hidrofilicos (CERA, 2001).

Um desenvolvimento cientifico e tecnoldgico é necessario para a proxima geragao
de formulagGes para veicular a AmB, que se somara as opcdes atualmente disponiveis para

a terapéutica antifungica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. INFECCOES FUNGICAS

As infecgdes fangicas invasivas sdo cada vez mais prevalentes devido ao aumento
de pacientes com imunossupressdo. Doengas de base ou condi¢Bes cronicas como cancer,
transplante de medula Gssea ou de orgaos solidos, infecgbes por HIV ou administracdo
prolongada de corticosteroides tornam os pacientes vulneraveis para infecgcdes fangicas
oportunistas (EDMOND et al, 1999). Outros fatores predisponentes relacionam-se ao uso
simultaneo de antibidticos, porque a reducdo das bactérias protetoras pode permitir o
crescimento de fungos. O uso de dispositivos que quebram barreiras de defesa,
particularmente catéteres venosos centrais em pacientes recebendo nutricdo parenteral,
facilita o acesso de agentes patogénicos. Internacdo prolongada em uma unidade de
cuidados intensivos também aumenta o risco (REX, 2006).

Pacientes com pneumonia de etiologia fungica, infeccbes do trato urinério,
infeccBes oriundas de processos cirdrgicos, tém aumentado de 50 a 400% desde 1990
(ELLIS, 2001).

Tem sido também indicada para o tratamento de leishmaniose visceral como
terapia primaria em pacientes imunocomprometidos e para leishmaniose cutdnea e
mucocutanea americana, ndo sendo nesses Ultimos dois casos, medicamento de primeira
escolha (RATH et al., 2003; KAYSER et al., 2003).

A maioria dos fungos ndo causa problemas em individuos saudaveis, porém em
pacientes com déficit da imunidade podem se tornar devastadores. (REX, 2006).

Entre os microrganismos causadores de infecgdes fungicas-sistémicas destacam-se
a Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Criptococcus neoformans, Histoplasma e

microrganismos patogénicos multiplos, os quais invadem sitios tais como trato genito-
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urinario, pulmdes, pleura, coracdo, mediastino, sangue e outros fluidos corporais
(KULLBERG et al., 1999).

Alguns fatores contribuem para o risco de mortalidade por infecgcdes fungicas.
Primeiramente, um diagnostico recente e confiavel € frequentemente dificultado e as
abordagens microbioldgicas sdo pouco sensiveis e ndo especificas, consumindo tempo.
Segundo, os sinais clinicos e sintomas de uma infeccdo fungica invasiva podem ser
ausentes até que a infeccdo atinja um estagio avancado, devido a reducdo ou auséncia de
uma resposta antiinflamatoria sisttmica em pacientes com profunda neutropenia ou
recebendo esterdides. Terceiro, as terapias antifungicas disponiveis ndo sdo suficientes e
uma resposta satisfatoria ao tratamento depende principalmente da correcdo da deficiéncia

imune, o que ndo ocorre freqiientemente (KONTOYIANNIS et al., 2003).

2.2. 0 FARMACO:ANFOTERICINA B

Nos ultimos 40 anos, a Anfotericina B(AmB) tem sido um dos farmacos mais
utilizados no tratamento de infeccBes fingicas. E um antibidtico poliénico, pertencente ao
complexo grupo dos macrolideos sendo bem conhecidos pelos efeitos letais contra fungos
em baixas concentragdes. Foi descoberto nos Estados Unidos, na década de 50 por Gold e
colaboradores. Apresenta uma cadeia complexa com massa molar igual a 924,09
(ARAUJO, 2005).

A AmB tem amplo espectro de atividade contra varios tipos de fungos, porém em
razdo de sua baixa solubilidade ndo é adequadamente absorvida pelo trato gastrintestinal
(COHEN, 1998). E comumente utilizada nas infecgbes sistémicas por fungos como
Candida sp, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides ssp (WALSH et al.,

2001; HOESLEY& DISMUKES, 1999). Apresenta-se como um pd amarelo alaranjado,
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insolivel em etanol e em éter. Soldvel em dimetilsulfoxido (DMSO) e em propano-1,2-
diol. Levemente solivel em dimetilformamida e em metanol. A solubilidade em &agua
depende do pH. O farmaco € sensivel a luz, ao calor e ao pH abaixo de 6 e acima de 9
(BUDAVARI et al., 1996).

A AmB é anfotérica devido a presenca da carboxila e do grupamento amino, tendo
pKas de 5,5 e 10 e anfifilica por apresentar uma extremidade polar e outra apolar,
assemelhando-se, por isso com fosfolipidios, colesterol (CO) e ergosterol (ER) das
membranas celulares, as quais, por sua vez agem como receptores para as suas moléculas

(figura 1).

Figura 1: Estrutura Quimica da Anfotericina B

As ligacOes entre os esterois das membranas celulares e a AmB ocorrem através de
pontes de hidrogénio (entre a hidroxila dos esterois e a carboxila da molécula de AmB
(figura 2) ou através de forcas de Van der Waals. Essa Ultima atua entre cadeia lateral do
ER, (dupla ligacdo localizada no carbono 22) e o farmaco. Ja no CO, essa dupla ligacéo
ndo esta presente, o que a torna uma molécula mais flexivel e dificulta o seu contato

intermolecular com os macrolidios (ARAUJO, 2005).
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Figura 2. Formacéo de pontes de hidrogénio entre AmB, esterdis e H,O.

A chave na figura 1 indica a cadeia carbbnica do antibiético que interage com a

dupla ligacdo do carbono 22 do ER, indicada na figura 3 pela seta.

HQ

Figura 3. Estrutura quimica do ergosterol

Dado a natureza anfipatica da AmB e suas dimensdes moleculares, um modelo
para propor seu efeito fungicida baseia-se na capacidade da AmB em formar canais que
extendem-se a membrana celular. A AmB intercala-se com o esterol presente na
membrana celular para formar o poro no qual a face hidrofilica localiza-se no interior e a
face hidrofébica na membrana lipidica. O canal entdo criado por essa associacdo de

moléculas do farmaco, capaz de induzir modificagdes na permeabilidade da membrana, ¢ a
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rota através da qual os constituintes da célula do microrganismo sdo perdidos, levando a
uma perturbacdo do metabolismo, desequilibrio osmotico e morte celular (HILLERY,
1997). O ndmero razodvel de monémeros associados para formar um poro na membrana

celular foi estimado ser de 8 a 12 (ROSOFF, 1996).

Figura 4:Formacéo de poros pela AmB na bicamada lipidica das membranas celulares

Estudos revelam que somente quando uma concentragéo critica da AmB alcanga e
atravessa as membranas € que as moléculas se unem para formar canais aquosos
juntamente com os esterdis (VENEGAS et al., 2003, COREN, 1997, MINONES et al,
2005).

A especificidade da ligacdo da AmB a membrana celular é devida a maior
seletividade do farmaco pelo ergosterol, esterol constituinte da membrana celular dos
fungos do que pelo (CO) presente nas membranas plasmaticas de células animais
(GIANNINI et al., 2004).

Infelizmente, a atividade da AmB ndo é exclusiva para células fngicas sendo que
0s rins constituem o maior alvo desse efeito toxico, fato esse responsavel, muitas vezes,
pela interrupcdo do tratamento. Esses efeitos adversos toxicos podem prevalecer sobre o

efeito terapéutico, assim a severidade e a freqiiéncia de danos renais sdo tais que a
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toxicidade, sendo maior que o beneficio de seu efeito, determina a dose do farmaco que
deve ser administrada. Outros efeitos adversos inerentes ao farmaco sdo nauseas, anemia,
calafrios, febre, cardiotoxidade, tromboflebites, hipotensdo, dor no local da aplicagéo,
entre outros (BEKERSKY et al., 1999; COHEN, 1998; TIPHINE et al., 1999).

Quando em solucdo aquosa, a AmB apresenta-se como uma mistura de
monodmeros, agregados soltveis (dimeros e oligdbmeros) e agregados insoluveis. A sua
seletividade com as membranas celulares do fungo é também dependente desse estado de
agregacdo (ARAUJO, 2005; MINONES et al, 2005)

A proporcéo relativa destas formas depende da concentragdo, sendo possivel sua
deteccdo através dos espectros de absorcao (EGITO et al., 1996; MILLIE et al., 1999).

E conhecido que a AmB possui uma cadeia hidrofobica que consiste em uma série
de sete duplas ligacdes que indicam a sua presenca no espectro de absor¢cdo em torno de
400nm.

Em baixas concentracdes (menores que 5x10°M), o espectro de absorcéo de luz de
uma suspensao aquosa apresenta quatro bandas entre 420 e 320nm (409, 385, 365 e
347nm). A forma monomeérica é responsavel pela banda em 405-409nm e sua absor¢éo
maxima.

Em contraste, em altas concentracdes (acima de 5x10°M) as moléculas se auto-
associam para formar oligdmeros e agregados de oligdmeros, sendo entdo observado um
novo espectro, onde as bandas préximas de 400nm sdo substituidas e uma nova banda é
observada em torno de 340nm. Essas bandas sdo caracteristicas das mudancgas no estado
molecular da AmB devido a agregacdo. Assim a forma do espectro depende do estado de
agregacdo das moléculas do farmaco (MORENO, 2000).

H& uma concentragdo critica de AmB, na qual se inicia a transi¢cdo do estado de

agregados para o de monémeros. Portanto, abaixo do valor de concentracéo critica, a AmB
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existe no estado monomeérico. Com a quantidade aumentada acima da concentracéo critica,
elas se agregam umas nas outras em solucdo (HUANG, et al., 2002). Numa solucao de
5x10°M de AmB observa-se uma dissociacdo de 50% de formas agregadas e 50% de
formas monoméricas (ARAUJO, 2005).

Foi confirmado que a forma solivel de AmB auto-associada, assim como 0s
monodmeros sdo mais eficazes na inducdo da permeabilidade de potassio nas membranas
que contém CO, que os agregados insolUveis, que sd@0 0S maiores responsaveis pela
toxicidade. Entdo, uma das estratégias para diminuir a toxicidade do farmaco ¢é
desenvolver novos derivados ou formulagdes que diminuam a agregacdo ou produzam
agregados menos toxicos. Assim, o estudo estrutural e a quantificacdo dos agregados
constituem um passo essencial para o entendimento dos mecanismos moleculares da AmB
a respeito da seletividade e da citoxicidade (ARAUJO, 2005).

A forma convencional de AmB no mercado é o Fungizon® que consiste numa
dispersdo coloidal (sistema micelar) onde o farmaco encontra-se solubilizado em
desoxicolato de sodio, um sal biliar com caracteristicas de tensoativo. Este medicamento
apresenta-se na forma de um po liofilizado para reconstituicdo administrado via
intravenosa. A eficacia clinica do Fungizon® é limitada pela toxicidade e efeitos adversos
ja conhecidos da AmB que se desenvolvem ap0s varias semanas de tratamento (ROSOFF,
1996; HARTSEL et al., 2001; MORENO et al., 2001; FUKUI et al., 2003). A via de
administracdo mais utilizada atualmente € a parenteral, visando efeito sisttémico. No
fungizon®, a AmB se dissocia rapidamente apés administracdo tornando-se
extensivamente ligada as lipoproteinas plasmaticas. Essa ligacdo pode ser responsavel pelo
acumulo do farmaco nos rins. A capacidade das formulagdes lipidicas em reduzir a
toxicidade pode ser devida a capacidade em minimizar a exposi¢do renal do farmaco, pela

diminuicdo de sua liberacdo as lipoproteinas (BEKERSKY et al., 1999).
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Além de concentragdo flutuante na corrente sanguinea, problemas como baixa
aceitacdo de pacientes e altos custos tém sido observados, conduzindo a necessidade do
estudo de novas formulagdes para administracdo oral do farmaco. O maior desafio € o
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas que nao alterem a atividade antifingica
do antibiotico, mas que reduzam os efeitos adversos e apresentem viabilidade econdmica.

O uso das tecnologias de liberacdo de farmacos tem recentemente alcancado
sucesso no aumento do indice terapéutico (razdo entre dose terapéutica e toxicidade) desse
valioso farmaco, oferecendo novas opgdes clinicas para seguranca e maior efetividade no
tratamento de infecgdes fungicas sistémicas (BEKERSKY et al., 1999).

Algumas formas farmacéuticas baseadas em lipidios com diferengas em sua
estrutura e conteudo de farmaco existem no mercado (HILLERY, 1997; KULBERG et al,
1999).

A composicdo dos carreadores lipidicos deve permitir que as moléculas de AmB
permanecam ligadas ao carreador e fiqguem entdo indisponiveis para interagirem com as
células humanas e exercerem seus efeitos toxicos. Para isso os carreadores lipidicos devem
permanecer na circulagdo. Um balango de afinidades é necessario, entre as moléculas de
AmB e o colesterol nas membranas das células humanas; os lipidios do carreador e o
ergosterol na membrana (HILLERY, 1997).

Associagdo com esses carreadores facilita a captura desses sistemas pelo sistema
reticuloendotelial. Direcionamento passivo ocorre para 6rgdos como figado, pulméo e
medula dssea e altas concentracdes entdo sdo encontradas nesses locais, maiores sitios de
infeccdo fangica (HILLERY, 1997). Essa alta captacdo tem sido atribuida a danos nos
capilares de vérios 6rgdos e a liberacdo de farmacos para o sitio infectado através de

monacitos circulantes e macréfagos, 0s quais tém a capacidade de fagocitar as vesiculas
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lipidicas contendo AmB na circulagdo, bem como a tendéncia para migrar até o sitio
infectado (ARAUJO, 2005).

Alteracdo nos perfis farmacocinéticos pode também servir para desviar o farmaco
de outros tecidos tais como o rim, e finalmente apds alcancar a seletiva transferéncia do
carreador lipidico para o local da infeccdo envolvendo minima interagdo com as
membranas das células humanas, a AmB pode, preferencialmente, acumular nos fungos
devido a forte interacdo com ergosterol (HILLERY, 1997).

Vaérias estratégias estdo sendo desenvolvidas para vencer essas desvantagens do
Fungizon®. Como resultado, novos sistemas de liberacdo desenvolvidos ja estdo no
mercado, com reducdo dos efeitos adversos. Podemos destacar a forma lipossomal de
AmB (Ambisome®), um complexo com sulfato de colesterol (Amphocil® e Amphotec®) e
outro complexo lipidico (Abelcet®) (FUKUI et al., 2003).

Risovic et al., 2003 relatou a hip6tese de que a incorporacdo de AmB em
formulacdes lipidicas teria maior impacto na seguranca desse farmaco pela alteragdo da

distribuicdo do farmaco nos tecidos.

2.3. MICROEMULSOES

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos
tem sido muito relevante no sentido de estabelecer alternativas terapéuticas modernas,
farmacologicamente mais eficientes e com efeitos colaterais minimizados, a partir dos
farmacos ja existentes (CERA, 2001).

Estudos mostram que a forma farmacéutica em que sdo veiculados os farmacos é
de grande importancia e tem responsabilidade direta pelos efeitos terapéuticos dos
medicamentos, em razdo de poderem modificar favoravelmente ou ndo, a

biodisponibilidade dos mesmos (GIBALDI et al., 1970; ATTWOOD et al., 1983).
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A interacdo de farmacos com novos sistemas de liberagdo como micelas,
microemulsdes, [B-ciclodextrinas (3-CD), lipossomas, micro e nanoparticulas, entre outros
¢ importante alvo de estudo na area farmacéutica, pois esses sistemas podem veicular
farmacos com o objetivo de modificar solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade,
diminuicdo de toxicidade, possibilidade de incorporacdo de farmacos hidrofilicos ou
lipofilicos, além da capacidade de agir como sistemas reservatérios desses compostos
(DALMORA et al., 2001; GABBOUN et al., 2001).

Atualmente, hd um direcionamento para formas farmacéuticas de liberacdo de
farmacos como MEs e subemulsdes (SEs), pois esses sistemas podem aumentar a adesdo
de pacientes em relagdo a via parenteral, além de proporcionar uma farmacocinética mais
adequada (KAYSER et al., 2003).

MEs (figura 5) podem ser definidas como emulsdes transparentes, nas quais um
6leo ou um farmaco lipofilico é disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um
tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema

termodinamicamente estvel (OLIVEIRA et al, 2004).

Microemulsao A/D Microemulsdo 0/ A

Figura 5: Estrutura de uma microemulséo

(MOLLET et al., 2001)

As MEs permitem administracdo por vias diversas como parenteral, ocular,

percutanea, pulmonar, intravaginal e oral (SOLANS e KUNIEDA, 1997) e
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freqlientemente apresentam grande capacidade solvente para farmacos, tornando-as
formulacBes mais atrativas na area farmacéutica além de oferecerem varios beneficios para
administracao oral, incluindo aumento na absorcdo, maior poténcia terapéutica e reducgéo
da toxicidade (TROTTA et al., 1999). Os sistemas O/A tem sido descritos na literatura
como sistemas reservatorios, os quais podem prolongar a liberacdo de farmacos,
aumentando o tempo de acdo farmacoldgica, conferindo dessa forma efeito prolongado,
por via topica ou oral (MARTINI et al., 1984; GASCO et al., 1989; PATTARINO et al.,
1993; DALMORA & OLIVEIRA, 2001). MEs foram propostas para a liberacdo oral de
farmacos, tais como esterdides, hormonios, diuréticos e antibidticos (KOVARIK, 1994;
HO et al., 1996).

Segundo alguns autores, para alguns farmacos peptideos administrados por via oral,
MEs promoveram um aumento de até 30% na absorcdo (CONSTANTINIDES et al.,
1996).

O mecanismo pode estar relacionado com o0 aumento na permeabilidade da
membrana causada pela inclusdo de tensoativos na ME. A composi¢do da ME também é
fator predominante no perfil de absorcéo de farmacos (CONSTANTINIDES et al., 1995).

Dessa forma as potencialidades das MEs em aumentar a absor¢édo de substancias no
trato gastrintestinal, conferir protecdo de substancias contra o meio, possibilitar
vetorizagéo, contribuir para maior adesdo de pacientes, pela facilidade de administracéo,
garantir facilidade de producdo, fazem desse sistema uma importante alternativa a ser
explorada também na liberag&o por via oral.

Na prética, as diferencas importantes entre emulsées (EM) e microemulsées (MES)
sdo que as primeiras podem exibir excelente estabilidade fisica, sdo fundamentalmente

instaveis termodinamicamente e eventualmente separam as fases. Outra importante
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diferenca diz respeito a aparéncia; EMs sdo opacas enquanto MEs transparentes ou semi-
transparentes (LAWRENCE et al., 2000).

A literatura denomina sistemas semi-transparentes de miniemulsdes ou
subemulsdes como sendo emulsdes com tamanho de goticulas em escala nanométrica (20 a
200nm) finamente dispersas com longo tempo de estabilidade contra sedimentacdo ou
cremeacdo quando comparado a emulsdes. Podem ser chamadas de emulsdes ultrafinas ou
emulsdes submicrénicas. (LAMAALLAN, et al, 2005, SOLANS et al., 2005).

As duas questdes fundamentais quando se trata de microemulsdes sdo as
relacionadas aos seus provaveis mecanismos de formacdo e sua estabilidade
termodindmica em comparacdo a emulsbes convencionais (ou macroemulsdo). Uma
macroemulsao coalesce e chega a se separar em fases aquosa e oleosa devido a sua falta de
estabilidade termodindmica. Apesar disso, as emulsfes podem exibir estabilidade a longo
prazo, para algumas finalidades, sendo este comportamento referido como estabilidade
cinética. Isso ocorre porque 0 sistema apresenta uma alta barreira de energia para a
coalescéncia entre as goticulas. A estabilizacdo de microemulsdes requer baixa
solubilidade de tensoativo nas fases aquosa e oleosa, resultando na adsor¢do do tensoativo
na interface 6leo-agua para provocar abaixamento da tensao interfacial (WASAN,1998).

Elas apresentam grande area interfacial devido ao tamanho diminuto de goticulas
que possuem, levando a um aumento da energia livre (OLIVEIRA, 1997; LAWRENCE et
al., 2000; OLIVEIRA e SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al., 2004). Para a estabilizacdo
desses sistemas, € necessaria a diminui¢do da tensdo interfacial para a neutralizacdo dessa
energia livre (LAWRENCE et al., 2000; OLIVEIRA e SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al.,
2004).

Durante a emulsificagdo ocorrem varios processos, dentre eles, “quebra em

goticulas”, adsorcdo de tensoativos e colisdo de goticulas. Cada um desses processos
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ocorre numerosas vezes durante a emulsificacdo e 0 tempo necessario para cada processo é
muito curto, tipicamente microsegundos. 1sso mostra que o processo de emulsificacdo é
um processo dindmico e 0s eventos que ocorrem em microsegundos podem ser muito
importantes. Para entender e descrever o processo de emulsificagdo ao menos dois fatores
devem ser considerados: hidrodinamica e ciéncia interfacial (TADROS et al., 2004).

As MEs sdo sistemas reservatorios, nos quais a fase interna constitui um
microambiente dimensionalmente restrito, com propriedades particulares, podendo ligar ou
associar moléculas com diferentes polaridades (CERA, 2002; WARGAFTIG, 2001). A
principal caracteristica do sistema €& formar espontaneamente a fase interna por
homogeneizacdo suave dos componentes da formula. Sua estabilidade termodinamica
oferece vantagens sobre as dispersdes instaveis, tais como as suspensdes e emulsdes,
podendo ser utilizada por tempo muito mais amplo (OLIVEIRA et al., 2004,
CONSTANTINIDES, 1995; DALMORA et al., 1999).

Alguns fatores, tais como aumento de absor¢do de substancias no trato
gastrintestinal, capacidade de conferir protecdo de substdncias contra o meio bioldgico,
possibilitar vetorizacdo, contribuir para a maior adesdo de pacientes ao tratamento,
facilidade de administracdo e producdo, e a geracdo de produtos de alta estabilidade,
tornam esse sistema um importante alvo de estudo oferecendo contribuicdo em potencial
na liberacdo oral de farmacos (SOLANS e KUNIEDA, 1997).

Medicamentos desenvolvidos no campo das MEs tém permitido a ampliagdo das
possibilidades terapéuticas de farmacos potencialmente toxicos como quimioterapicos
antineoplasicos, com a consequente reducdo dos efeitos toxicos severos desses farmacos
(OLIVEIRA et al., 2004).

Nos sistemas microemulsionados, o objetivo principal € obter uma combinagédo

critica entre os componentes, de modo a conseguir uma “solubilizacdo” méaxima da fase
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interna. EXistem certas vantagens no uso das MEs como sistemas de liberacdo de
farmacos, incluindo o fato de que os farmacos sdo imediatamente absorvidos e, na maioria
dos casos, de forma mais rapida e eficiente do que a mesma quantidade de farmaco
administrado em comprimidos ou em capsulas (CONSTANTINIDES, 1995).

Para a preparacdo de MEs é necessario conhecer as caracteristicas dos tensoativos
utilizados, assim como suas propriedades e avaliar quais tensoativos sdao mais adequados
para determinadas aplicacdes (CONSTANTINIDES, 1995).

O tensoativo pode ser puro, uma mistura ou uma combinagcdo com outros
componentes, cuja funcdo € a estabilizacdo da ME pela reducdo da tensdo interfacial
(CRUZ et al., 2001).

A estabilidade de sistemas emulsionados depende intrinsecamente da interacdo
interfasica estabelecida pelo agente emulsivo, entre as fases imisciveis que as constituem.

A escolha, proporcéo e a caracteristica do tensoativo a ser utilizado na preparagédo
almejada séo previstos por meio da verificacdo do EHL (equilibrio hidréfilo-lipofilo) das
substéncias o que permite predizer o tipo de comportamento esperado do composto frente
a substancias polares e apolares (ZANIN et al., 2002). O sistema EHL para sele¢do de
tensoativos adequados para estabilizar emulsdes tem sido utilizado por décadas. Analisa a
mistura de tensoativos ndo idnicos hidrofilicos e lipofilicos, concluindo que o valor de
EHL é uma funcdo da porcentagem em peso da por¢cdo hidrofilica de moléculas de
tensoativos ndo ionicos para determinacdo do tensoativo ou mistura de tensoativos a serem
utilizados (AL SABAGH, 2002).

Pesquisadores concluiram ainda que esse conceito depende do balanco de
tensoativos na interface éleo/agua, e depende ainda da natureza da fase oleosa e de outros

constituintes nas fases aquosa e oleosa (AL SABAGH, 2002).
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Tensoativos podem associar-se na presenca de excesso de agua produzindo varios
tipos de agregados supramoleculares tais como microemulsdes O/A, A/O, estruturas
bicontinuas onde a quantidade de agua e Oleo, sdo praticamente iguais, e estruturas
lamelares, onde existe grande quantidade de tensoativos. Ha também as estruturas
conhecidas por apresentarem uma fase hexagonal, lamelar e uma fase cristalina que pode
ser constituida de goticulas O/A ou A/O, sendo que existe um equilibrio entre elas em
funcdo dos tensoativos e da natureza do 6leo (ISRAELACHVILI, 1985; FENDLER, 1982;
SIROTTI, 2002). As MEs O/A ou A/O podem ser invertidas variando as condicdes de
emulsificacdo. As estruturas bicontinuas se formam provavelmente nesse processo de
inversdo de fases (LAWRENCE et al., 2000).

A relacdo entre 0 comportamento de fase de uma mistura e sua composi¢cdo pode
ser observada com a construcdo de um diagrama de fases, que compreende Oleo; agua e
tensoativo e no caso de MEs, um co-tensoativo, no qual cada apice representa 100% de
cada componente em particular. Aquecimento e sonicacdo sdo freqiientemente utilizados,
particularmente em sistemas contendo tensoativos ndo-iénicos, para acelerar o processo.

Para descrever o equilibrio entre emulsdes, Winsor em 1948 caracterizou alguns
sistemas a seguir:

v Winsor I: Ha equilibrio entre a fase ME e excesso de 6leo

v Winsor II: Ha equilibrio entre a fase ME e excesso de fase aquosa

v Winsor Il trés fases em equilibrio (O, A e ME)

v' Winsor IV: H& apenas a fase ME que pode ser chamado de sistema

pseudomonofasico.

Para aumentar o dominio da existéncia da regido de microemulsdo, um quarto

componente que atua como co-solvente para ambos, dgua e Oleo é frequentemente
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adicionado. Geralmente co-solventes hidrofilicos sdo mais indicados para produzir uma
grande regido isotropica e opticamente clara (TROTTA et al., 1999).

Atualmente, a incorporacdo de co-tensoativos se justifica pelo expressivo aumento
da extensdo da regido isotropica da solucdo, especialmente naquelas em que se tem
tensoativos i6nicos. Uma possivel explicacdo para isso é que 0 co-tensoativo interage com
a cauda apolar do tensoativo, possibilitando a formagdo de uma curvatura adequada da
interface que separa a fase oleosa da fase aquosa. Essa curvatura se da pela fluidez
interfacial por penetrar no filme do tensoativo e ocupar lacunas existentes entre suas
moléculas (THEVENIN et al., 1996). Além de aumentar a extensdo da regido de
microemulsdo, a quantidade e tamanho do co-tensoativo tem influéncia significativa na
estrutura da microemulsdo (OLLA et al.,1999). A adicdo de um co-tensoativo apropriado
pode causar um maior abaixamento da tensdo interfacial podendo conduzir a valores
transientes negativos, no qual a interface se expande para formar goticulas dispersas, e
subseqguientemente adsorver mais tensoativo e co-tensoativo até um ponto em que a tensdo
interfacial se torna positiva outra vez. Este processo, denominado emulsificacdo
esponténea, forma as microemulsoes.

Outro pardmetro utilizado para racionalizar o comportamento de tensoativos é o
empacotamento critico. O parametro de empacotamento critico (CPP) relata a habilidade
em formar agregados particulares, referindo-se & geometria da molécula e a tendéncia a
formagéo de micelas ou micelas reversas. Considera-se que CPP > 1 determinam o
favorecimento do tensoativo a formacgdo de micelas reversas enquanto CPP < 1 levariam a
tendéncia de formagdo de micelas ou bicamadas (ISRAELACHVILI et al., 1976;
ISRAELACHVILI, 1985; HYDE et al., 1997).

Recentemente, o desenvolvimento de formas farmacéuticas, tem enfocado o uso de

lecitina e alguns estudos recentes tém mostrado que MEs contendo triglicerideos como
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veiculos, podem ser formuladas utilizando lecitina e um co-solvente (TROTTA et al.,
1999).

Os fosfolipideos como a fosfatidilcolina (FS) de soja sdo muito utilizados. A FS
(figura 5) € um tensoativo que possui grande biocompatibilidade, independente da via de
administracdo, e ndo apresenta problemas com toxicidade, sendo bastante utilizada para
medicamentos via oral (ALBOOFAZELI et al., 1994). E um tensoativo natural, e devido a
esta caracteristica é rapidamente difundida na interface Oleo-agua. ME compostas de
fosfolipidio tem mostrado melhorar as lesdes gastricas induzidas por farmacos

antiinflamatdrios nao esteroidais (LEYK et al., 1985; CRUZ et al., 2001).
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Figura 6: estrutura quimica da fosfatidilcolina de soja

R' e R? séo 4cidos graxos idénticos ou diferentes

Sua categoria funcional é emoliente, agente emulsificante e agente solubilizante. A
fosfatidilcolina (FS) apresenta cadeia fortemente hidrofébica em sua composicdo, devido
as duas longas cadeias de hidrocarbonetos e apresenta também caracteristicas hidrofilicas
devido a cabeca de grupos zwiteriénicos polares, os quais ttm momentos dipolo. A FS é
muito lipofilica para formar espontaneamente a camada lipidica de tensdo interfacial zero
necessaria para a formagdo de microemulsées. Um co-tensoativo, tal como alcoois de

cadeia curta s@o necessarios para formar sistemas microemulsionados (PARK et al., 1999).
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As lecitinas podem apresentar varias coloracdes desde marrom a amarelo claro
dependendo do grau de pureza. Quando expostas ao ar sofrem oxidacgéo, resultando em
uma coloracdo amarela escura ou marrom. S8o praticamente inodoras. O EHL situa-se na
faixa de 3-4 e o indice de saponificacdo € igual a 196. Decompdem-se em valores
extremos de pH, sdo higroscopicas e estdo sujeitas a degradacdo microbiana, s@o
biocompativeis, ndo apresentam toxicidade, portanto podem ser utilizadas como
adjuvantes farmacotécnicos em comprimidos, preparacdes oftalmicas, vaginal e retal,
suspensdes, capsulas, injecdes intravenosa e intramuscular e preparacdes de uso inalatério
(KIBBE, 2000).

Por outro lado, MEs contendo em sua formulacdo apenas FS (EHL proximo de 4)
como tensoativo, ndo mostram capacidade para produzir sistemas isotropicos de agua e
6leo em uma vasta faixa de concentragdes, tornando-as muito viscosas, pois apresentam
dificuldade em absorver fase aquosa (TROTTA et al., 1999). Nesse sentido, tensoativos
ndo ionicos com alto valor de EHL com propriedades solubilizantes tém sido estudados
com o objetivo de aumentar a incorporacdo de agua e proporcionar regido mais ampla no
diagrama de fases.

Nos ultimos anos, os polimeros anfifilicos tém sido muito utilizados como
tensoativos. Sdo moléculas grandes que podem ser combinadas covalentemente ou ndo
com farmacos para vencer problemas como a baixa solubilidade e estabilidade.

Podem combinar-se com varios vetores para direcionar farmacos para sitios
especificos no corpo, e ainda sdo ideais para desenvolver sistemas que permitam liberagdo
sustentada e controlada do farmaco para o sitio de acéo.

Possuem ainda capacidade de interagir ou modificar a atividade de varios sistemas
enddgenos transportadores de farmacos afetando entdo a liberacdo (ALEXANDRIDIS E

HATTON, 1995; HAFETI et al., 2000; KABANOV et al., 2002).
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Entre  eles  destacam-se 0s  poloxamers. Sdo  constituidos  de
polioxietileno/polioxipropileno/polioxietileno (POE/POP/POE) que diferem entre si pelo
numero de oOxidos de etileno e propileno que possuem em sua cadeia e que podem ser
alterados modificando sua estrutura fisico-quimica. O Poloxamer 407, também conhecido
como pluronic F-127® (PLU) (figura 6), é um co-polimero ndo idnico com propriedades
tensoativas que apresenta um valor de EHL que varia de 18 a 23, é solivel em agua e nédo
toxico, que apresenta aproximadamente 70% de éOxido de etileno e 30% de Oxido de
propileno e com massa molar aproximada de 12500.

Quando em baixas temperaturas, a solucdo polimeérica contendo o farmaco a ser
liberado, se apresenta na forma liquida podendo até ser administrada parenteralmente, ao
passo que a temperaturas mais elevadas e em certas concentragdes, o polimero em solucéo
forma micelas com a porcéo relativamente hidrofobica (6xido de propileno) formando um
nucleo que é circundado em ambos os lados por uma porcao hidrofilica (6xido de etileno).

A formacdo de uma fase aquosa e outra microfase micelar permite que farmacos
hidrofébicos sejam solubilizados em concentragfes maiores do que ocorreriam em

solugdes aquosas puras (ANDERSON et al., 2001).
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Figura 7: Estrurura quimica do Pluronic F-127%

Como MEs séo sistemas com propriedade de direcionamento de farmacos, em se

tratando de infecgdes fungicas tendo como alvo ester6is da membrana fungica, o colesterol
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pode ser utilizado. Imagina-se que o mesmo pode ser Gtil na formulacdo pela afinidade
pela membrana do fungo e colaborar para a ligagdo AmB-fungo.

O colesterol € um material estavel de origem vegetal, ndo irritante, ndo confere
toxicidade quando empregado como excipiente. E utilizado como emoliente e
emulsificante e pode ser utilizado para preparacfes injetaveis, oftdlmicas, topicas e
vaginais. E solvel em acetona, 6leos vegetais, benzeno, cloroférmio, éter. Pouco soldvel
em etanol e metanol e praticamente insoltuvel em agua (KIBBE, 2000).

Ha estudos que relatam uma forte interacdo do CO com os fosfolipideos das
membranas, apresentando grande importancia do ponto de vista biolégico. O CO é um
importante fator no controle das propriedades das membranas das células e suas funcdes,
formando complexos com diferentes estequiometrias. Vesiculas tais como lipossomas
compostos por lecitina na presenca de CO mostraram diminuicdo na permeabilidade de
algumas substancias assim como na difusdo lateral (BRZOZOWSKA et al, 2002,
DYNAROWICZ et al, 2004).

A estrutura, dinamica e comportamento de transporte de sistemas
microemulsionados sdo fisicoquimicamente Unicos e necessitam de exploracdo para
entendimento de sua formacdo, estados de agregacéo, interacédo interna e estabilidade com
referéncias em seus provaveis usos. A elucidacdo da estrutura interna de MEs, embora
importante pode ser bastante complexa (MOULIK e PAUL, 1998). Existem técnicas, ja
descritas na literatura, para a caracterizacdo de sistemas microemulsionados. Para o estudo
de sistemas coloidais, € de suma importancia o estudo das caracteristicas reoldgicas de um
sistema. Sdo propriedades a serem consideradas na fabricacdo, estocagem e aplicacdo da
forma farmacéutica.

A reologia estuda as propriedades de escoamento e deformagdo da matéria sob a

acdo de forgas, e relata as relacGes entre tensdo e deformacdo, forga tangencial aplicada ao
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material e alteracdo relativa no comprimento do material sob acdo dessa forca,
respectivamente. O estudo reoldgico encontra aplicacdo nos mais diversos setores. Cada
categoria de produtos deve apresentar um comportamento reolégico adequado a aplicagéo,
sendo conveniente conhecer as velocidades de deformacdo das operacdes a que estardo
sujeitos.

Para descrever o tipo de comportamento, os fluidos sdo classificados em dois
grupos: Fluidos Newtonianos e Fluidos ndo Newtonianos. Os parametros que levam a
caracterizacdo de fluidos tempo-dependentes ou independentes sdo analisados pelas curvas
ascendentes e descendentes dos reogramas.

Quando as curvas se sobrepbem, o sistema é caracterizado como tempo-
independente e indica que apresenta uma reconstrucao rapida da sua estrutura. Quando a
curva ascendente indica valores maiores que os da curva descendente, o sistema é
chamado ndo Newtoniano apresentando caracteristicas de tixotrépia, e quando ocorre o
contrario, 0 sistema tem comportamento reopético. A diferenca entre as curvas
ascendentes e descendentes dos reogramas ilustra o fendbmeno de histerese e sua area
indica a energia requerida para a quebra da estrutura do sistema (URBAN, 2004).

Assim como a reologia, a determinagdo da medida do raio hidrodindmico das
goticulas da fase interna do sistema é indispensavel. Com esse dado, pode ser calculado o
coeficiente de difusdo das goticulas pela equacdo de Einsten-Stokes. A variacdo do
espalhamento de luz que é causado pelo movimento Browniano das goticulas o que
permite realizar esse calculo. A equacdo de Einsten-Stokes é dada por:

D= kt/6TuqR:
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sendo K, a constante de Boltzmann, t é a temperatura absoluta, n é a viscosidade do meio e
Rn € o raio hidrodindmico.

A técnica de espectroscopia de fotocorrelagcdo (PCS) é realizada pela passagem de
um feixe de raios laser, normalmente He-Ne 532 nm atraves de determinada amostra, de
modo que as goticulas presentes no meio espalhem a luz. A luz espalhada é captada em
sinal, que € enviada ao correlator, no qual é realizado o processamento dos dados. Esses
dados séo enviados a um computador, onde um software realiza os célculos, fornecendo os
valores de tamanho médio e o indice de polidispersidade (FROKJAER et al., NEW, 1990;
HASKELL, 1998).

Para colaborar com o estudo estrutural das microemulses pode-se ser utilizada a
técnica de espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS) que fornece informac6es sobre
tamanho, forma, quantidade e arranjo dos objetos espalhadores da amostra. Em um sistema
diluido, em que as particulas sdo isoladas umas das outras e ndo interagem entre si, a
intensidade espalhada é descrita unicamente pelo fator de forma P(qg) das diferentes
particulas. Em um sistema concentrado, as particulas espalhadoras s@o numerosas e
interagem entre si e o espalhamento medido refletira sua geometria e o arranjo entre elas.
Portanto se as particulas estdo correlacionadas, S(q) caracteriza o arranjo e contém todas as
informag0es sobre as interacdes entre as particulas.

O interesse na utilizacdo da técnica de SAXS na caracterizagdo de sistemas e
explicado pelo fato de existir a possibilidade de exploragdo dos dados na determinacgdo do
tamanho médio e da distancia entre 0s objetos espalhadores, como goticulas e micelas.
Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo que
eles ndo estejam organizados. Oferece a vantagem de caracterizar materiais que tem
distancia entre objetos espalhadores além do limite de trabalho da difracdo de raios-x

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988).
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Existem ainda diversas estruturas utilizadas na tecnologia de liberacdo de farmacos
pouco sollveis em agua, como lipossomas, dispersdes sélidas e ciclodextrinas (CDs). As
CDs tem apresentado grande potencial na &rea farmacéutica apresentando em sua
oligossacarideos ciclicos soluveis em agua, contendo de seis a doze unidades de glicose.
As unidades de glicose que constituem as CDs encontram-se unidas por ligacGes do tipo
a-1,4 (Figura 7). As CDs possuem uma forma tronco-conica com uma cavidade hidréfoba

(Figura 8) (FERNANDES e VEIGA, 1999).

o
46 OH ! 4 CHZ0H
0 5 oH © 22,
= 3 HO—3 1
OoH
o

Figura 8: estrutura de uma molécula de ciclodextrina.
(FERNANDES e VEIGA, 1999)

Figura 9: Representacdo esquematica da estrutura funcional das CDs.
(SZEJTLI, 1990)

Trés tipos de CDs sdo conhecidos: a-CD, que contém 6 unidades de
glicopiranose, /-CD com 7 unidades de glicopiranose e yCD com 8 unidades de

glicopiranose (SZEJTLI, 1982). Devido a estrutura das CDs, estas apresentam a habilidade

de formar complexos com compostos sélidos, liquidos e gasosos. Uma das condi¢des para
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que ocorra a complexacdo é que o tamanho da molécula a ser encapsulada deve ser
compativel com a cavidade da CD em questdo (SZETJTI, 1994).

Farmacos pouco soltveis em agua formam complexos de inclusdo com as CDs por
penetrarem na cavidade hidrofobica aumentando, deste modo, sua solubilidade
(FERNANDES e VEIGA, 1999). Embora as CDs sejam reconhecidas pelo seu potencial
em solubilizar e estabilizar farmacos, os niveis de toxicidade renal, quando a e B CDs sédo
administradas via parenteral, limitam seu uso por essa via (RAJEWSKI e STELLA, 1996).
Por outro lado, a via oral ¢ a mais importante das vias de administracdo de farmacos

destinados a acéo sistémica (BANKER e ANDERSON, 1986).
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

v Desenvolver um sistema terapéutico microemulsionado ou subemulsionado
O/A para incorporacdo de AmB, com o intuito de proporcionar efeito

reservatorio e reducéo da toxicidade.

OBJETIVO ESPECIFICO

v Desenvolver sistemas de subemulsdo (SE) e microemulsdo (ME), para
administracdo oral AmB, através da associacdo de Fosfatidilcolina de soja (FS)
com tensoativos ndo idnicos, utilizando o colesterol (CO) e Captex-200(CP-
200) como fase oleosa e tampé&o aquoso Tris-HCI como fase aquosa;

v Proceder a caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas obtidos;

v' Avaliacdo dos parametros de incorporacdo da AmB na fase interna oleosa
contendo CO e CP-200;

v Avaliagdo dos parametros de inclusdo da AmB em ciclodextrinas (CDs)

v Avaliagdo dos estados de agregacdo da AmB quando incorporada em MEs ou
CDs.

v Auvaliacdo da liberagdo “in vitro” da AmB-ME ou AmB-SE.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL
4.1.1. MATERIAS PRIMAS, REAGENTES, E SOLVENTES
v" Acido Cloridrico, Synth, Brasil;
v' Agua deionizada Milli Q;
v Alcool etilico comercial, Santa Cruz, Brasil;
“ Anfotericina B, Sigma®, Paris, Franca;
v" Cloroférmio, Merck, Darmstadt; Alemanha;
v Diéster de 4cido céprico e caprilico com propilenoglicol (Captex-200®),
Abitec Corporation, Janesville, USA;
v' Colesterol, Sigma-Aldrich, USA;
v Dimetilsulféxido, Sigma Chemical Co;
v’ Fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200), Lucas Meyer, Alemanha;
v’ Fosfato de potassio monobasico, Dinamica, Brasil;
v Hidréxido de sédio, PA-ACS, Grupo Quimica Brasil;
v Alcool metilico J.T. Baker, HPLC;
v Alcool metilico, Synth, Brasil;
v Monolaurato de sorbitano etoxilado (Tween 20%), Aldrich Chemicals;
v’ Polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno (Poloxamer®),Sigma Chemical Co;

v' Tris (hidroximetil) aminometano, Merck, Darmstadt, Alemanha.

4.1.2. EQUIPAMENTOS, VIDRARIAS E OUTROS
v Agitador magnético Corning;
v’ Agitador Vortex;

v Analisador de imagem Leica DMR — Qwin;
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v Analisador de particulas Light Scattering — Brookhaven Instruments Corporation,
modelo EMI 9863 — fonte de laser He-Ne 10mW, 514 e 532nm — HUGHES; Auto
correlator 64 canais, instalado no Depto de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica -
UNESP- Araraquara;

v Balanga digital Ohaus;

v Centrifuga SORVAL, modelo TC;

v Coluna HPLC Lichospher® Si-60 5um, Darmstadt, Alemanha;

v Copos de Becker 5-1000 mL;

v Cubetas de Quartzo para espectrofotometria, capacidade 5 mL, caminho Optico de 1
cm — Spectrocell;

v' Espectrofotdmetro de UV-VIS, Hewlett Packard;

v’ Filtros descartaveis para seringas, porosidade 0,22um, Corning® Incorporated:;

v' HPLC, Shimadzu; Bomba - Shimadzu, modelo LC-9%; Detector
espectrofotométrico-UV- VIS-Shimadzu, modelo SPD-6AV; Forno controlador de
temperatura da coluna — Shimadzu, modelo CTO-6AV; Integrador — Shimadzu,
modelo C-R6A,; Sistema controlador — Shimadzu, modelo SCL-6B; Sistema com alca
de Injecéo de 10ul;

v" Micro seringa de 25pL;

v" Microscépio Leitz DMRXE;

v’ Parafilme, Sigma;

v' Peagbmetro Quimis;

v Pipeta de Pasteur;

v Pipetador automatico Gilson capacidade 10-1000 pL;

v" Pipetas graduadas 1,0 a 10 mL;

v" Provetas 500 e 1000 mL;
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v Refratbmetro de Abbé, Atago;

v' Sistema de purificacdo de agua MILLIPORE, Milli - Q Plus;
v Sonicador® Ultrasonic Liquid Processor modelo XL2020™ ;
v" Sonicador Sonics & materials, Inc, modelo VVC 505;

v Tubos para sonicacao;

v" Banho de ultrasom, Branson, modelo 1210;

v" Nefelometro Del lab-DLA 1000.
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4.2. METODOS

4.2.1. DIAGRAMA DE FASES PSEUDO-TERNARIO PARA O SISTEMA
ESTABILIZADO POR FS/PLU.

Partindo-se de misturas de tensoativos FS/PLU 7:3, preparou-se amostras de 2,0
gramas compostas por 10 a 90% da mistura tensoativa (MT). A essa mistura adicionou-se
o CO:CP-200 (0,1:9,9) como fase oleosa (FO) em concentragdes decrescentes e
correspondentes de 90 a 10%. Cada amostra obtida foi titulada com solucdo tampéo Tris-
HCI 0,01M pH 7,2 como fase aquosa (FA). Apds cada titulacdo a amostra foi sonicada
utilizando-se poténcia 220 Watts, operando em modo descontinuo por 20 min a
temperatura ambiente. Apds cada sonicacdo, cada amostra foi centrifugada a 11.180 (x Q)
por 15 min. para retirada de residuos de titanio.

De acordo com as proporcdes dos componentes (fase aquosa, fase oleosa e mistura
tensoativa), plotou-se os pontos em que se deu a transicdo de fases de sistema semi-sélido
para sistema liquido transparente, sistema transparente viscoso, sistema opaco liquido ou
viscoso ou ainda separacdo de fases. As regiGes foram detectadas visualmente, contra
fundo escuro. O diagrama de fase de uma ME corresponde a uma area delimitada contida
em um tridngulo equilatero, delimitando em que propor¢do os componentes da ME
formam sistemas opticamente transparentes ou translicidos. Fora desta regido obtém-se a

formagéo de emulsdes comuns ou separagao de fases.

Tabela 1: Combinacdo entre mistura de tensoativos (MT) e fase oleosa (FO) para

determinacédo do diagrama de fases.

Proporg¢ao de FS/PLU Proporg¢ao de mistura de tensoativos / CO e CP-200 (fase oleosa)

7:3 1:9 2:8 3:7 4:6 5:5 6:4 7:3 8:2 9:1
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4.2.2. PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMA ESTABILIZADO

POR FS/TW-20.

Partindo-se de misturas de FS:TW-20 (3:7) preparou-se amostras de 2,0 gramas,
compostas por 10 a 90% de MT e CO:CP-200 (0,1:9,9) como FO em concentragdes
decrescentes e correspondentes de 90 a 10%. As amostras foram tituladas com tampéo
Tris-HCI 0,01M pH 7,2 como fase aquosa (FA) e sonicadas utilizando-se poténcia 220
Watts, de modo descontinuo por 20 min a temperatura ambiente. Cada amostra foi
centrifugada a 11.180 (x g) por 15 min. para retirada de residuos de titanio.

Os ensaios mais comumente utilizados para a caracterizagdo de MEs e SEs sao
determinacdo da viscosidade, e do comportamento reoldgico, determinagdo do EHL,
determinacdo do raio hidrodindmico de particulas por espalhamento de luz (ligth
scattering) e SAXS (espalhamento de raios-X a baixo angulo) entre outros (LAWRENCE e

REES, 2000; CERA, 2001).

4.2.2.1. Caracterizacdo macroscopica

As caracteristicas macroscopicas foram avaliadas através da observacdo visual.
Fotografias foram realizadas imediatamente e ap6s 15 dias da preparacdo, a temperatura
controlada de 30°C a fim de verificar modificacbes nas caracteristicas dos sistemas
emulsionados e microemulsionados tais como, coalescéncia, transicdo de sistema
transparente para semi-transparente ou opaco, estando esses fatores diretamente

relacionados a estabilidade.
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4.2.2.2. Equilibrio Hidréfilo Lipdfilo — EHL

O estudo do EHL do sistema pode fornecer informacGes sobre as proporcdes

adequadas dos tensoativos para formar sistemas opticamente transparentes ou semi-

transparentes, 0s quais apresentam maior estabilidade.

CO e CP-200 foram utilizados como FO nas propor¢oes 0,1:9,9 e tampéo Tris-HCI

0,01M pH 7,2 como FA. As amostras foram preparadas utilizando-se 10% de FO, 15% de

MT e 75% de FA. O experimento foi realizado titulando-se FA em proporc¢des conhecidas

as amostras contendo MT e FO (tabela 2). As amostras foram homogeneizadas, submetidas

a sonicacgdo e centrifugacdo a 11.180 (x g) por 15 min. para a retirada dos residuos de

titanio liberados pela haste do sonicador (ultrassom).

Tabela 2. Variagdo nas proporcdes de FS (EHL=4) e TW-20 (EHL= 16,7) e obtencédo de
valores de EHL obtidos para amostras constituidas de 10% FO, 15% MT e 75% FA.

Amostras FS (%) TW 20 (%) EHL Obtido
1 10 90 15,4
2 20 80 14,2
3 30 70 12,9
4 33,07 66,93 12,5
5 37 63 12,0
6 38,59 61,41 11,8
7 40 60 11,6
8 42,52 57,48 11,3
9 44,89 55,11 11,0
10 50 50 10,4
11 52,75 47,24 10,0
12 54,33 45,67 9,8
13 56,70 43,30 9,5
14 58,26 41,74 9,3
15 60 40 9,1
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O EHL das amostras foi calculado segundo a equacéo:

EHL gsX %FS + EHL 120 X % TW-20
100

EHL =

4.2.2.3. Cinética de crescimento das goticulas através de andlise espectrofotométrica

As amostras com valores de EHL; 11,6; 11,3; 11.0; 10,4; 10,0 e 9,8 os quais
apresentaram caracteristicas inerentes a sistemas microemulsionados, tais como
transparéncia ou semi-transparéncia foram selecionados. As amostras foram preparadas,
transferidas para cubetas de quartzo com capacidade de 5mL e 1 cm de caminho 6ptico, e
analisadas por um periodo de 14 dias por espectrofotometria visivel a 410 nm. Os
resultados foram registrados atraves de gréficos relacionando absorbancia em fungédo do

tempo.

4.3. DIAGRAMA DE FASES PSEUDO-TERNARIO PARA O SISTEMA
ESTABILIZADO POR FS/TW-20 EHL 11,0.

Partindo-se de misturas compostas 10 a 90% de (MT) FS:TW-20 4,48:5,52,
preparou-se amostras de 2,0 gramas. A essa mistura adicionou-se o CO:CP-200 0,1:9,9
como (FO) em concentracOes decrescentes e correspondentes de 90 a 10%. Cada amostra
obtida foi titulada com volumes conhecidos de solucdo tampdo Tris-HCI 0,01M pH 7,2
como (FA). Apos cada titulacdo a amostra foi sonicada utilizando-se poténcia 220 Watts,
operando em modo descontinuo por 20 min a temperatura ambiente. Ap6s cada sonicagéo,
cada amostra foi centrifugada a 11.180 (x g) por 15 min. para retirada de residuos de

titanio.
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De acordo com as propor¢cdes dos componentes (FA, FO e MT), plotou-se o0s
pontos em que se deu a transicdo de fases de sistema semi-sélido para sistema liquido
transparente, sistema transparente viscoso, sistema opaco liquido ou viscoso ou ainda

separacao de fases. As regides foram detectadas visualmente, contra fundo escuro.

4.4. DETERMINACAO DO RAIO HIDRODINAMICO DAS GOTICULAS POR
ESPALHAMENTO DE LUZ DA AMOSTRA COM VALOR DE EHL 11,0

A analise do tamanho das goticulas da amostra constituida de 10% FO, 15% MT
(EHL 11,0) e 75% FA (EHL 10,99), foi realizada por espalhamento dindmico de luz (Ligth
Scattering), também denominada espectroscopia de fotocorrelagdo (PCS). E fato
conhecido que o coeficiente de difusdo das goticulas tende a diminuir quando o raio
hidrodinamico aumenta. Portanto, é necessario realizar diluicdes das amostras para que a
concentracdo das goticulas ndo interfira na difusdo, uma vez que as mesmas tendem a
diluicdo infinita.

Outros parametros importantes a serem considerados sdo a viscosidade e a
temperatura, pois uma variagdo nesses parametros pode causar erro nas medidas de
tamanho (FROKJAER et al., 1989; NEW, 1990; ABOOFAZELI et al., 2000).

Foram preparadas 5,0g das amostras selecionadas, seguidas de centrifugacédo e
filtracdo em membranas de 0,22um CORNING® Volumes de 250 e 500 pL foram diluidos
em 6mL de tampdo Tris HCI 0,01M pH 7,2 e submetidos ao analisador de particulas
BROOKHAVEN. Os frascos receptores da amostra foram colocados na camara de anélise,
de modo que o feixe de laser pudesse atravessar a dispersdo em toda sua extensdo. A luz
espalhada foi captada por um fotomultiplicador posicionado a 90° do feixe de laser que
aumentou o sinal captado e o enviou para um sistema correlator, onde os calculos foram

processados e enviados ao computador.
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Os parametros para a analise foram:

-Temperatura 20°C,

-Comprimento de onda do laser 514nm,

-indice de refracéo de acordo com o indice da amostra analisada.

Foram realizadas 10 determinagdes do didmetro e indice de polidispersidade das

goticulas, com duragdo de 5 minutos.

4.4.1. Determinacdo do indice de refragdo

O indice de refracdo é uma constante fisica freqlientemente usada na determinacgéo
da identidade e pureza de farmacos (KOROLKOVAS, 1988).

De acordo com os resultados da analise espectrofotométrica, o sistema que
apresenta valor de EHL igual a 11,0 foi selecionado. O indice de refracdo foi determinado
em amostras recém preparadas, utilizando-se refratbmetro de Abbé, ATAGO, calibrado
com &gua deionizada Milli-Q (indice de refracdo 1,330), a temperatura de 20 = 0,5°C. As

determinagdes foram feitas em triplicata.

4.5. DETERMINAQAO QUANTITATIVA DA FS
Foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
sistema cromatogréafico Shimadzu SPD-AV UV-Vis, coluna de silica (fase normal) com
poros de 100 A, e particulas com 5um de didmetro. (ANDREO FILHO et al, 1999).0s
parametros utilizados est&o descritos a seguir:
v' Fase movel: sistema solvente composto por n-hexano:n-propanol:dgua na
proporcao 1:4:1, filtrada em membrana de teflon 0,22um e degaseificada,
v/ Temperatura da coluna: 35°C,

v' Deteccdo: espectrofotometria no visivel em comprimento de onda 206 nm,
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v" Vazdo da fase mével: 1 mL/min.
v" Volume da injecdo: 20uL,
v" Pressdo: 270 bar

v Velocidade do papel: 5mm/ min.

4.5.1. Curva padrio da FS

A curva padréo foi obtida em concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50uM em solvente
n-hexano/n-propanol na proporcdo 1:4. As determinacdes foram obtidas em triplicata. As
diluicbes foram obtidas a partir de solucdo 1mM de FS solubilizada em cloroférmio.

Aliquotas de solucdo foram transferidas para baldo de 10 mL e o volume foi
completado com o solvente. A cada diluicdo agitou-se a mistura e realizou-se a leitura da
area do pico.

Foi elaborado um gréfico relacionando a area do pico em funcéo das concentracfes
de FS. Com os valores experimentais, construiu-se a curva padrdo através da seguinte

equacéo:

Areadopico=a.x +b
Sendo que:
a = coeficiente angular da reta
b = representa o intercepto da curva em relagdo ao eixo da Area do pico em A,

X = concentracéo de fosfatidilcolina de soja.

4.5.2. Quantificacio da FS na ME
Foi preparada amostra da microemulsao selecionada com valor de EHL igual a 11,0

composta de FS/TW-20 na propor¢cdo 4,48:5,52, CO:CP-200 como fase oleosa na
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propor¢dao 0,1:9,9. A amostra foi diluida com o solvente (n-hexano:n-propanol na
proporcéo 1:4) de modo a obter uma concentracdo de 30 UM de FS.

As amostras foram filtradas e analisadas diariamente em triplicata por CLAE.

Através dos célculos realizados em funcdo da area sob a curva, foram obtidos
valores de concentracdo em UM e realizada analise para verificar uma possivel hidrolise
de FS da amostra.

Foi realizado teste estatistico ANOVA para verificar se as variagcdes nos resultados

sdo significativas.

4.6.ANALISE REOLOGICA

O estudo do comportamento reoldgico foi realizado para as amostras com valores
de EHL 9,1; 9,5; 9,8; 10,0; 10,4; 11,0; 11,3; 11,6; 11,8. As medidas foram realizadas em
troplicata a 25 e 37°C, em redmetro Carri-med. O redmetro funciona pelo principio de
rotacdo, nos quais a amostra € cisalhada entre paredes interna e externa do porta-amostra
cuja a geometria usual compreende cone e placa. Nessa geometria, a amostra colocada
sobre a placa € submetida a sucessivas velocidades de cisalhamento pela acdo do
movimento de rotacdo do cone. Dessa forma é possivel construir o reograma tenséo de
cisalhamento (1) versus velocidade de cisalhamento (y), a partir dos quais se torna possivel
0 célculo da viscosidade dindmica dos materiais. O valor do torque empregado foi
estabelecido de modo a obter valor de tensdo de cisalhamento superior a zero e fixou-se o
limite maximo de velocidade de cisalhamento em 600 1/s.

Utilizou-se para o experimento cone placa de 6cm com duracdo de 3 min. cada
medida. Os resultados foram plotados em graficos onde foram representadas curvas
ascendentes e descendentes e posteriormente analisadas para determinacdo do tipo de

comportamento.
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4.7. ESPALHAMENTO DE RAIOS —X A BAIXO ANGULO (SAXS)

As amostras com valor de EHL entre 9,1 e 11,6 foram submetidas a essa técnica
para o fornecimento de informaces sobre tipo de estrutura e distribuicdo de tamanho dos
objetos espalhadores dos sistemas. As caracteristicas estruturais das amostras que
apresentam variacdo do valor EHL foram analisadas por SAXS.

Os estudos de SAXS foram realizados na linha de SAXS do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (Campinas). A linha é equipada com um monocromador (A= 1.608 A),
uma camara de ionizagdo, um detector vertical localizado a cerca de 800 mm da amostra (a
distéancia foi um pouco diferente de acordo com o dia em que a medida foi feita) e um
analisador multicanal para registrar a intensidade do espalhamento.

O 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 condic¢des experimentais.

Ao irradiar uma amostra bifasica com a forma de uma plaqueta relativamente fina,
com um feixe monocromatico (luz visivel, raios-X, néutrons, elétrons), pode-se observar o
espalhamento da radiacdo na vizinhanca angular proxima a do feixe transmitido. No caso
dos raios X, o espalhamento deve-se as heterogeneidades na densidade eletrénica do
sistema. A dependéncia angular da intensidade espalhada por uma heterogeneidade esta
diretamente relacionada a densidade eletronica através da transformada de Fourier.

Considerando uma particula de tamanho e forma qualquer, a intensidade espalhada
é proporcional ao fator de forma P(q) desta particula: 1(q) O P(q).

Em um sistema diluido, onde as particulas sdo isoladas uma das outras e nao

interagem entre si, a intensidade espalhada é descrita unicamente pelo fator de forma P(q)

Cristina Maria Franzini



Material e métodos 42

das diferentes particulas. A intensidade resultante é a soma das contribuicGes de cada

particula, de modo que para n particulas distribuidas ao acaso tém-se:
1(q)0> P (q) (1)
n

Em um sistema concentrado, as particulas espalhadoras sdo numerosas e interagem
entre si; assim o espalhamento dependera das caracteristicas geométricas de cada particula
e do arranjo espacial formado pelo conjunto. Nesse caso, a intensidade espalhada por um

conjunto com N particulas € escrita da seguinte forma.

1(q)=N.P(q).5(q) )

sendo, S(q) o fator da estrutura do conjunto. Portanto, se as particulas estdo
correlacionadas, S(q) caracteriza o arranjo e contém todas as informagfes sobre as
interacOes entre as particulas. S(q) pode assumir diferentes formas, de acordo com o
arranjo das entidades espalhadoras. Em muitos casos, a presenca de um maximo de
espalhamento a baixos angulos pode ser relacionada com a presenga de correlagdes entre
as posicdes dos centros espalhadores. A uma distancia média de correlacdo, d, entre as
particulas vizinhas (ou dois planos paralelos) pode se determinada pelo valor da posi¢éo do

mAaximo (Qmsx), empregando a relacéo:

d=21T
Qmax )

O comportamento assintotico das curvas de SAXS, 1(g), para g - oo, produzido por

um sistema de duas densidades eletronicas, € dado pela lei de Porod:
A
1(a) = T +B (4)

Sendo que:

A é proporcional a area da interface entre as particulas e a matriz liquida,
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B é a contribuicdo das flutuacbes da densidade eletrbnica na matriz e nas
particulas.

No caso particular de agregados com estrutura fractal, a intensidade I(q) é
proporcional a q™°, onde D ¢ a dimenso fractal. Esta lei de poténcia é valida para valores
intermediérios de @, cuja localizacdo e extensdo dependem do tamanho das particulas
primarias e de seus agregados.

A Figura 9 apresenta um exemplo de curva de espalhamento obtida a partir de
medidas de SAXS, onde é possivel se observar diferentes regides. A regido de Porod (altos
valores de g) fornece informacdes sobre a superficie das particulas. A regido de Guinier de
fornece informacdo sobre o tamanho das particulas (R) maiores ou agregados e a regido de
q intermedidria a respeito da existéncia e da natureza de estruturas fractais. Na regido de

Bragg ocorre o fendmeno de difragdo dos raios-X.

LIMIT ‘ GUINIER ‘ POROD ’ BRAGG

log |

log (A ")

Figura 10: Diagrama esquematico das principais regides das curvas de SAXS

A intensidade do espalhamento produzida por amostras contendo mudltiplos (n)
niveis estruturais pode ser descrito por uma equacao semi-empirica proposta por Beaucage
et al que descreve a tendéncia assintdtica das regides de Guinier e Porod e leva em

consideracéo os efeitos da correlacéo:
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P

n _qugzi _qus i-1 ) 3
I(q):ZGie 3 +B.e > ). [erf (qRé'/\/g)] S:(q) (6)
i=1

onde Ry é o raio de giro do objeto espalhador e os parametros G, B e P dependem da
densidade eletrnica, tamanho e forma dos objetos, respectivamente.

A funcdo de estrutura S(g) para nano-objetos esféricos, onde a correlagéo resulta da
interacdo entre esferas duras é dada por:

S(a)= 1/(1+k0) (7)
sendo k=8V/V,, o fator de empacotamento ou compacidade, onde V é o volume médio
disponivel para cada esfera e Vy € 0 volume médio efetivamente ocupado por cada esfera.

O fator @ depende da distancia média de correlacdo entre esferas (d), sendo: &=
3[sen(qd)-qdcos(qd)]/(qd)®.

A utilizacdo da equacdo proposta por Beaucage et al para simular as curvas
experimentais permite estimar parametros estruturais tais como raio das particulas de
menor e de maior tamanhos, a distancia de correlacéo entre elas (quando ha correlacdo) e o
grau de empacotamento dessas particulas para diferentes sistemas, dentre eles,
microemulsdes e suspensdes de nanoparticulas.

O interesse na utilizacdo da técnica de SAXS na caracterizacdo de sistemas €
explicado pelo fato de existir a possibilidade de exploracdo dos dados na determinacao do
tamanho médio e da distancia entre os objetos espalhadores, como goticulas e micelas.
Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo que
eles ndo estejam organizados. Oferece a vantagem de caracterizar materiais que tem
distancia entre objetos espalhadores além do limite de trabalho da difracdo de raios-x

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988).
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E uma técnica permite caracterizar particulas entre 10 e 1000A. Assim sendo,
permite caracterizar uma grande variedade de amostras como vidros, coldides e proteinas

(WILLIAMS, et al., 1993).

4.8.COMPLEXACAO DA AmB COM B-CICLODEXTRINA (B-CD) E
HIDROXIPROPIL- B-CICLODEXTRINA (HPB-CD).

Foi preparada uma solucdo contendo 5x10“*M de AmB em dimetilsulfoxido
(DMSO) (TABOSA DO EGITO et al, 1996; VANDERMEULEN, et al, 2006). A solucdo
foi convenientemente diluida em tampéo fosfato 50mM pH 7,4 de modo a obter solugéo
5x10°M) e analisada por espectrofotometria visivel; utilizando cubeta de quartzo com 1cm
de caminho 6ptico a 25 °C em 406nm, utilizando como branco o tampéo fosfato 50 mM
pH 7,4 (TABOSA DO EGITO et al, 1996)

Em seguida, foram preparadas solucbes de p-CD 13mM e HPB-CD 100mM em
tampdo fosfato 50mM pH 7,4. A partir da solucdo mée (5x10™“M) foram preparadas
amostras de AmB 5x10°M em B-CD e HPB-CD. Foram realizadas analises
espectrofotométricas em condicBes idénticas a andlise anterior, utilizando como branco (-
CD e HPB-CD sem o farmaco respectivamente.

O espectro de absorcdo da AmB em tampédo fosfato 50mM pH 7,4 obtido foi
comparado com os obtidos com B-CD e HPB-CD para a anélise de possivel complexagédo
do farmaco com as ciclodextrinas, através de deslocamento dos picos obtidos.

O mesmo experimento foi realizado preparando-se amostras de AmB 5x10°M em
tampdo fosfato 50mM pH 7,4, B-CD e HPB-CD a partir da solugdo mae 5x10*M- Os
espectros foram comparados para a analise de possivel complexacdo do farmaco com as

ciclodextrinas, através de deslocamento dos picos obtidos.
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4.9. INCORPORACAO DA AmB NA ME COM EHL 11,0

A ME selecionada contendo FS:TW-20 como MT (4,48:5,52), CO:CP-200 como
FO (0,1:9,9) e tampdo fosfato 50mM pH 7,4 como FA foi preparada. Aliquota da solucao
mée contendo 5x10™*M de AmB em DMSO foi incorporada na ME para alcancar uma
concentragdo de 5x10°M. O mesmo procedimento foi realizado para alcancar uma
concentragdo de 5x10°M de AmB. Analise por espectrofotometria foi realizada a 406nm
utilizando cubeta de quartzo de 1cm de caminho Optico. ME sem o farmaco foi utilizada
como branco. Comparacédo dos espectros foi realizada para a analise de possivel ligacdo do
farmaco com goticulas da fase interna da ME e possivel formacdo de formas monomeéricas

do farmaco, através de deslocamento dos picos obtidos.

4.10. INCORPORACAO DE AmB EM COMPLEXO ME/BCD

Foi realizado ensaio com a incorporacdo do farmaco nos dois sistemas (ME e B-
CD) simultaneamente. Foi preparada uma amostra de AmB em B-CD 13mM. Aliquota
dessa solucdo foi incorporada na ME para alcangar uma concentracéo de 5x10°M.

AmB foi solubilizada em DMSO na concentracdo 5x10™*M. Aliquota dessa solugio
foi transferida para uma solucdo aquosa de B-CD 13mM para se obter uma concentracéo
5x10°M.

Uma amostra de ME contendo FS:TW-20 como MT (4,48:5,52), CO:CP-200 como
FO (0,1:9,9) e tampdo fosfato 50mM pH 7,4 como FA foi preparada e a ela foi incorporado
volume devidamente mensurado do complexo AmB/B-CD. Dessa forma foi obtida uma
amostra contendo ME/B-CD/AmB 5x10°M.

Anélise por espectrofotometria VIS foi realizada a 406nm utilizando cubeta de

quartzo de 1cm de caminho 6ptico. ME/B-CD sem o farmaco foi utilizada como branco.
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4.11. ANALISE DA TURBIDEZ DAS MEs CONTENDO AmB POR
NEFELOMETRIA.

A nefelometria ¢ um método analitico baseado no fendbmeno de espalhamento da
radiacdo por particulas em suspensdo, que mede a intensidade da radiacdo espalhada em
angulo reto ao feixe incidente (NIELSEN, 1993).

Essa técnica consiste na medida da turbidez frente a padrdes compreendidos entre
valores nas faixas de 0 - 10, 10 - 100 e 100 a 1000 NTU que se caracterizam pelo aumento
da turbidez respectivamente. AmB foi incorporada na ME nas concentracdes 5x10° e
5%x10°M e as amostras foram submetidas & radiacéo. Os valores obtidos foram comparados
aos valores dos padrdes e um grafico foi plotado relacionando as concentracdes das
amostras e a turbidez. Foi utilizado nefelometro Del lab-DLA 1000, com radiacéo

policromatica emitida por filamento de tungsténio automatizado.

4.12. DETERMINAQAO DA DENSIDADE DAS SEs E MEs.

A determinagdo foi realizada utilizando pipetas volumétricas de 2mL limpas e
secas. As pipetas vazias foram pesadas em balanca analitica obtendo assim valores m;.
Posteriormente as pipetas foram cuidadosamente preenchidas com as amostras e pesadas

novamente obtendo assim valores m,. As densidades forma calculadas através da equag&o:
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4.13. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DE AmB NAS MEs e SEs
4.13.1. Preparo das MEs e SEs para incorporagio de AmB

O preparo das MEs foi realizado variando-se a FO nas proporcdes 2,5; 5,0; 7,5;
10,0; 12,5; 15,0 e 20%, mantendo constante em 15% a propor¢do da MT e variando-se a
FA. Foram utilizados FS:TW-20 4,48:5,52 como MT e CO:CP-200 na proporcdo 0,1:9,9
como FO. Em seguida titulou-se com tampéo fosfato 50mM pH 7,4 como FA. A mistura
foi sonicada utilizando-se a poténcia de 220Watts, operando em modo descontinuo por 20

min. a temperatura ambiente. As amostras foram preparadas em triplicata.

4.13.2. Curva padrdao da AmB em metanol

A curva padrdo da AmB em metanol foi obtida utilizando diluicdes preparadas a
partir de solucdo de 100ug/mL em DMSO/Metanol. Aliquotas da solugdo foram
transferidas para baldo de 5,0 mL e o volume foi completado com metanol.

A cada diluicdo a mistura foi agitada e em seguida foram realizadas as leituras por
espectrofotometria em 406nm. O experimento foi realizado em triplicata e em seguida foi
elaborado um gréfico relacionando os valores de absorbancia em funcdo da concentracéo

de AmB.

4.13.3. Determinacdo da solubilidade da AmB nas MEs e SEs em funcdo do volume de
fase oleosa.

Ap0s o preparo das amostras, 3mL foram transferidas para um tubo de sonicagéo e
acrescidas de AmB em excesso até ser observado a formagéo de precipitado. As amostras
foram submetidas a sonicacdo utilizando a poténcia de 220Watts, operando em modo

descontinuo por 20 min. a temperatura ambiente.
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Finalizada a sonicacao, as amostras foram centrifugadas (11.180 x g), por 15 min.
com o objetivo de eliminar o excesso de farmaco ndo solubilizado. O sobrenadante foi
coletado e cuidadosamente filtrado em membrana millipore de 0,45 um,.

O filtrado foi solubilizado em metanol e em seguida efetuadas as leituras por
espectrofotometria a 406nm.

A partir dos valores de absorbancia, calculou-se a concentragdo da AmB obtida,
através da equacdo da reta:

y=a.x+b

sendo:
a = coeficiente angular da reta
X = concentracdo de AmB solubilizada

b = intercepto da curva em relagdo ao eixo

Foi calculado o volume de fase das amostras e foi elaborado um gréfico
relacionando concentracdo da AmB em funcdo do volume de fase de cada amostra. Para

calculo do volume de fase foi utilizada a equacao:

®=1- (W.9)

sendo:
® = volume de fase,
0 = densidade da ME,

w = massa fase aquosa (%).

4.14. AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO
Para avaliar o perfil de liberagdo da AmB quando incorporada as MEs e SEs,

utilizou-se 0 modelo da celula de difusdo in vitro em sistema estatico do tipo Franz
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adaptada ao equipamento de dissolucdo (Dissolution SRO plus), respectivamente.

(URBAN, 2004).

Figura 11: Esquema da célula de difusdo adaptada ao dissolution. (a) abertura para coleta
de amostra e reposicao, (b) entrada do dispositivo para agitacdo do meio, (c) abertura para
colocagéo do tubo com a membrana (& esquerda) e esquema da célula de difuséo adaptada

ao equipamento de dissolucéo (a direita) (URBAN, 2004).

Como pode ser observada nas figuras 11 e 12, a célula apresenta uma tampa com
trés aberturas, sendo uma para coleta e uma para reposi¢cdo de amostra, outra no centro,
para entrada do dispositivo de agitacéo e a terceira para a colocagdo do tubo de ensaio com
a membrana, o qual € preso por um anel de borracha.

A membrana é fixada no tubo de ensaio através de um anel adaptado que

proporciona um didmetro de 1,98 cm. A 4rea de exposicdo calculada é de 3,08 cm?.
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Figura 12: Fotos da célula de difusdo utilizada no ensaio de liberagdo in vitro

Figura 13(A): Foto do equipamento de dissolucédo

Figura 13(B): Fotos da célula de difusdo adaptada ao equipamento.
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Foi utilizada como solucdo receptora 25 mL de tampdo fosfato isoténico 50mM pH
7,4 adicionada de laurilsulfato de sodio a 1% para garantir “sink condition”. O
experimento foi conduzido a 37° + 0,5°C e a solucgéo receptora empregada foi mantida sob
constante agitacdo a 100 + 0,2 rpm. As formulagcdes empregadas estdo descritas na tabela
3.

Tabela 3: Composicdo das amostras selecionadas para o teste de liberacgéo in vitro.

Amostras FO (%) MT (%) FA (%) [AmB] mg/mL
1 2,5 15 82,5 4,20
2 5 15 80 4,38
3 7,5 15 77,5 4,64
4 10 15 75 4,94
5 12,5 15 72,5 5,2
6 15 15 70 5,45
7 20 15 65 6,62

Amostras da solugéo receptora foram coletadas em intervalos de 15 minutos nas
primeiras horas e respectivamente a cada 30 minutos. Posteriormente a coleta das
aliquotas, o volume de meio retirado foi reposto com meio receptor recentemente
preparado e em seguida foram realizados os célculos para corre¢do da diluicdo. Esse
procedimento é imprescindivel para manter a “sink condition”.

A quantidade de farmaco liberado foi determinada por espectrofotometria visivel a

412 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando se modifica progressivamente a composi¢do de uma mistura de solventes
imisciveis, as mudancas que produzirdo na dispersdo podem ser traduzidas por
importantes variacdes nas propriedades termodinamicas dos compostos que a compde
(OLIVEIRA et al, 2004). A construcdo de diagramas de fase pode ser uma ferramenta
fundamental para caracterizar em que condi¢fes experimentais as MEs e SEs existem e em
que proporcdes dos componentes outras estruturas podem estar presentes (FORMARIZ,
2004).

Foi elaborado um diagrama de fases (figura 14) para um sistema constituido por
FS:PLU como mistura tensoativa (MT) na proporcdo 7:3, CO:CP-200 como fase oleosa
(FO) na proporcdo 1:9 e tampédo Tris-HCI 0,01M pH 7,2 como fase aquosa (FA). A
composicao dos sistemas obedeceu a relacdo 1:9 a 9:1 para MT:O.

Pode ser observado o predominio de sistemas do tipo emulséo viscosa (EV) devido
provavelmente as caracteristicas gelificantes da FS, que possui valor de EHL igual a 4, o
que restringe a capacidade do sistema em absorver FA (CORNELL et. Al, 1986;
TROTTA 1999; TROTTA et. Al., 2002), aumentando a viscosidade e causando turbidez.

Além desse fato o sistema contém o copolimero PLU que tem a capacidade de

aprisionar a FA em sua rede polimérica conferindo também aumento da viscosidade.
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A 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 O

Figura 14. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com FS:PLU na proporgéo 7:3
EHL= 8,8 (p/p), como MT,; CP-200:CO como FO na proporc¢ao 9:1(p/p) e tampéao Tris-
HCI 0,01M pH 7,2 como FA. As areas delimitadas representam EV- emulsédo viscosa; EL

—emulsdo ligquida; ME - microemulsdo; SEV - subemulsdo viscosa; SEL — subemulséo

liquida; SF - separacéo de fases.
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Foi observada a formacdo de sistemas de transicdo de fase subemulsdo viscosa
(SEV) A/O e subemulséo liquida (SEL) A/O para emulsdo viscosa (EV). Esses sistemas
subemulsionados liquidos ou viscosos apresentaram aspecto semi-transparente, ou seja,
menos transparente que as MEs e mais transparentes que emulsdes. As SEVs foram
formadas em uma regido com proporcao de tensoativos entre 20 e 50%, ndo mais de 20%
de fase aquosa e alta proporcdo de fase oleosa na faixa de 30 a 70%. Embora esses
sistemas sejam semi-transparentes e apresentem alta viscosidade, exibem pouca
probabilidade de formar nessa regido estruturas lamelares pela baixa proporcdo de
tensoativos, ou bicontinuas por ndo conter quantidades equivalentes de agua e 6leo.

Uma menor proporcdo de MT entre 8 e 30% acompanhada por um aumento de FO
para uma faixa de 60 a 95% e elevacao de 20 para até 40% de FA levou a diminuicédo da
viscosidade desses sistemas, originando SELs apresentando menos transparéncia que as
MEs.

N&o ocorreu a formag&o de sistema microemulsionado (A/O) nessa regido devido a
alta proporcéo de FO em relagdo a FA e MT, a qual ndo conseguiu consumir a energia livre
remanescente na expansao da interface.

Ocorreu também a formacéo de fase ME liquida (O/A) em uma pequena regido do
diagrama com proporcdo de 6leo no maximo de 8% e propor¢do de tensoativos em torno
de 10 a 35%. ProporcGes mais elevadas de FO e diminuigdo na proporcdo da MT
conferiram ao sistema maior viscosidade e aspecto mais turvo, caminhando para a
formacéo de SEL e EL O/A.

As MEs O/A por sua vez s6 se formaram com proporcdes elevadas de FA acima de
60%. E possivel perceber que a FO foi um fator determinante na formacio de MEs e que
um aumento em suas proporcOes, pode ocasionar turbidez, passando de um sistema

transparente para semi-transparente e posteriormente formando emulsées liquidas (ELS).
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Pode ser ainda verificado que uma pequena elevacdo na proporcdo da MT até
préximo de 35% pode ocasionar um aumento na regido de ME, ndo ultrapassando a
proporcédo limite de FO incorporada. A transparéncia apresentada por estes sistemas pode
ser explicada pela capacidade do tensoativo de diminuir a tensdo interfacial entre a 4gua e
0 Oleo a ponto de formar estruturas de tamanhos muito reduzidos, menores que ¥ do
comprimento de onda da luz visivel, que ndo desviam luz, caracterizando sistemas
isotropicos.

Subemulsdes liquidas (SEL) O/A se formaram em pequena regido partindo de um
sistema transparente para semi-transparente com o aumento da FO em uma regido com
proporcdo de MT constante ou menor, o qual ndo foi capaz de manter a tenséo interfacial a
niveis suficientes para a estabilizacdo do tamanho das goticulas. ELs se formaram em
sequéncia, mantendo MT em proporcdo relativamente constante em relacdo as MEs, porém
com aumento de FO

E possivel observar através do diagrama de fases (figura 13), que a combinacio de
tensoativos utilizada proporcionou em sua maioria a formagéo de sistemas viscosos. Sabe-
se que esse fato deve-se principalmente a utilizagdo do polimero na formulacdo que eleva a
viscosidade & temperatura ambiente ou temperaturas mais altas. PLU em associa¢do com a
FS conferiu ao diagrama regido ampla de alta viscosidade.

Em virtude desse fato, foi estudada outra combinacdo de tensoativos substituindo-
se PLU por monolaurato de sorbitano 20 OE (TW-20) o qual possui caracteristicas
hidrofilicas, a fim de se obter sistemas menos viscosos.

O sistema composto de FS:TW-20 na proporc¢éo 3:7 como tensoativos, CP-200:CO
na proporcdo 0,1: 9,9 como FO e tampéo Tris-HCI 0,01M pH 7,2 como FA, mostrou-se

habil em formar MEs, SEs e ELs, quando preparado nas proporcdes 1:9 até 9:1 FO:MT.
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Esse fato deve estar relacionado com a inclusdo de TW-20 como co-tensoativo, 0
qual apresenta um valor de EHL de 16,7 e alta hidrofilia (KIBBE, 2000).

Utilizando tensoativos com valores mais elevados de EHL, estaremos
proporcionando maior polaridade ao meio, favorecendo a incorporacdo de fase aquosa ao
sistema. Dessa forma, a diminui¢édo da tensdo interfacial sera mais intensa, favorecendo a
estabilidade termodindmica do sistema. Isso leva ao aumento na curvatura do filme
interfacial possibilitando a formacédo de goticulas menores, como as das microemulsdes.

Assim, a combinacdo adequada dos tensoativos vai permitir que a energia livre
(equacdo 1) do sistema se aproxime de zero proporcionando a melhor estabilidade
termodindmica do sistema.

(AG=; . AS) (1)

Onde y; representa a tenséo interfacial e AS o aumento da area interfacial.

Foi observada uma pequena regido de separacdo de fases, onde a proporcao de
tensoativos é baixa, ndo sendo suficiente para a estabilizacdo do sistema.

De acordo com as fotografias registradas durante e 15 dias apds a preparacdo do
sistemas emulsionados, foi possivel observar que as amostras A, B, C e D (figura 14)
apresentaram-se transparentes ou transltcidas no primeiro dia, com tamanhos de goticulas
provavelmente muito pequenas, ao passo que as amostras E, F, G e H apresentaram-se
leitosas caracterizando emulsdes liquidas.

De acordo com as figuras 15 e 16, apds 15 dias da preparagdo dos sistemas
emulsionados, verificou-se turvacdo nas amostras B, C e D as quais inicialmente
apresentaram-se transparentes. Ao entrar em equilibrio o sistema apresentou algumas
modificacOes significativas em relacdo ao tamanho das goticulas, uma vez que a turbidez

relaciona-se diretamente com o tamanho das goticulas.
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Esse resultado indica que esse sistema, cujo valor de EHL é 12,9, é tempo
dependente e sua estabilidade deve ser avaliada.

Os dados sugerem que com o aumento da propor¢do de fase oleosa, a mistura
tensoativa vai se tornando cada vez mais ineficaz na diminuicdo da tensdo interfacial, a
curvatura do filme interfacial ndo se faz suficiente para conferir as goticulas da fase interna
tamanho diminuto e as mesmas assumem um tamanho inerente a emulsdes conferindo ao

sistema aspecto leitoso.

Figura 15. Amostras constituidas de TW-20/FS 7:3 EHL 12,9 nas proporcdes 1:9 até 9:1
Oleo/tensoativos, respectivamente imediatemente ap0s a preparagdo dos sistemas

emulsionados.

Figura 16. Amostras constituidas de TW-20/FS 7:3 EHL 12,9 nas proporcdes 1:9 até 9:1

6leo/tensoativos, respectivamente, 15 dias ap6s a preparacdo dos sistemas emulsionados.

As fotografias apresentadas nas figuras 17 e 18 revelam que os sistemas com
valores de EHL entre 9,5 e 11,6 foram capazes de formar MEs liquidas transparentes.
Acima e abaixo dessa faixa de valores os sistemas tendem a opacidade, formando ELs
convencionais. Foi verificado, também, que com o tempo de repouso houve um

estreitamento dessa faixa de valores, a qual ficou compreendida entre 9,5 e 11,0.
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154 14,16 129 125 120 11,8 116 113 11 104 100 98 95 91

Figura 17. Amostras com valores de EHL entre 15,4 e 9,1 respectivamente imediatamente

apos a preparacdo dos sistemas microemulsionados.

154 1416 129 125 120 118 116 113 11,0 104 10,0 9,8 9,5 91

Figura 18. Amostras com valores de EHL entre 15,4 e 9,1 respectivamente ap0s 15 dias da

preparagdo dos sistemas microemulsionados.

Verificou-se que o tempo foi responsdvel por modificacbes importantes nas
caracteristicas dos sistemas como aumento na turbidez apds o periodo necessario para
atingirem o equilibrio. Percebe-se aumento na turbidez das amostras de valores de EHL
11,6 e 11,3 com um provavel aumento no tamanho das goticulas. Nas amostras com
valores de EHL entre 11,0 e 9,5 ndo foi possivel identificar nenhuma modificacdo
macroscopica.

Em valores de EHL abaixo de 9,5 pode ser percebida a turvacdo da amostra. Esse
fato pode ser explicado em razéo de que com a diminuicdo dos valores de EHL provocada
pelo aumento da propor¢do de FS na MT e menor contribuicdo do TW-20 ha uma
dificuldade de levar a tensdo interfacial para valores baixos ou nulos, 0 que
provavelmente provoca a formacéo de goticulas de tamanhos intermediarios entre EMs e

MEs, conferindo opacidade e restringindo a regido de transparéncia Optica. Sistemas
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semi-transparentes A/O também sdo formados e foram denominados anteriormente de
subemulsoes.

Entretanto, em regides com valores mais elevados de EHL entre 9,5 e 11,8 onde a
proporcdo de FS € mais baixa ha a possibilidade de maior incorporacdo de FA em virtude
da maior contribuicdo hidrofilica da molécula de TW-20 que possui EHL 16,7 e
possivelmente ocorrera a formacdo de sistemas O/A. Da mesma maneira ocorrera a
formacgdo de SEs onde o tamanho das goticulas da fase interna € maior em relagéo as
MEs que séo transparentes.

E conhecido o papel fundamental dos tensoativos na estabilizacdo de EMs e MEs.
Quando o numero dessas moléculas aumenta por unidade de area, elas comprimem-se
desenvolvendo uma pressdo bilateral. A tensdo de superficie na interface diminui
proporcionalmente com o desenvolvimento da pressdo, podendo ser negativa (tenséo
negativa transiente da interface). O equilibrio é conseguido quando a tensdo negativa
volta & zero (OLIVEIRA et al., 2001). Esses fatos podem justificar as modificacdes
ocorridas nos sistemas apresentados nas figuras 16 e 17.

Para a anélise desse fendmeno nas amostras desenvolvidas foi estudado o aumento
do tamanho das goticulas apds o preparo das amostras, assim como a velocidade com que
ocorre.

De acordo com os resultados das analises espectrofotométricas realizadas em
comprimento de onda de 410nm, através da medida da absorbancia (derivada do
espalhamento de luz) das amostras em funcdo do tempo, para vérios valores de EHL,
foram determinados valores que expressam essa relagdo. Esses valores sugerem que as
goticulas da fase interna do sistema aumentam lentamente de tamanho com o tempo de

estocagem (figuras 19 a 24).
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Figura 19. Variacdo da turbidez da amostra de ME  Figura 20. Variacdo da turbidez da amostra de ME

preparada a partir de FS, CP-200, CO, TW-20 e preparada a partir de FS, CP-200, CO, TW-20 e
tampéo Tris-HCI 0,01M conforme tabela 5 com valor tampdo Tris-HCI 0,01M conforme tabela 5 com

EHL 9,8. valor EHL 10,0.
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Figura 21: Variacdo da turbidez da amostra de ME  Figura 22: Variacdo da turbidez da amostra de ME
preparada a partir de FS, CP-200, CO, TW-20 e preparada a partir de FS, CP-200, CO, TW-20 e
tampédo Tris-HCI  0,01M conforme tabela 5 com tampdo Tris-HCI 0,01M conforme tabela 5 com

valor EHL 10,4 valor EHL 11,0.
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Figura 23: Variacdo da turbidez da amostra de ME  Figura 24: Variag8o da turbidez da amostra de ME
preparada a partir de FS, CP-200, CO, TW-20 e preparada a partir de FS, CP-200, CO, TW-20 e
tampdo Tris-HCI 0,01M conforme tabela 5 com tampdo Tris-HCI 0,01M conforme tabela 5 com

valor EHL 11,3. valor EHL 11,6.

Como pode ser observado nas figuras anteriores, em todos os valores de EHL
analisados, houve nas 24 primeiras horas, um decréscimo nos valores de absorbéancia. Esse
fato pode estar relacionado a termodindmica do sistema, uma vez que foi fornecida energia
as amostras através do uso de ultrassom para formacdo dos sistemas. Esse comportamento
reflete um estdgio em que as amostras estdo, provavelmente, entrando em equilibrio
termodindmico, pois ha energia livre. Foi analisado o perfil do sistema relacionando esses

valores de velocidade (figura 25).
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Figura 25: Perfil de estabilidade das MEs preparadas a partir de FS:TW-20 (15%), CP-
200:CO (10%), e tampdo Tris-HCI 0,01M pH 7,2 (75%), por espectrofotometria em 410

nm avaliando aumento do tamanho das goticulas através da relagdo Abs/h.

Pode ser observado que a amostra com valor de EHL 11,0 apresenta crescimento de
tamanho de goticulas da fase interna mais lento (2,72 x 10°Abs/h), refletindo que a
proporcdo de tensoativos utilizada é a mais adequada para conferir maior estabilidade em
relagdo as demais amostras analisadas.

Observa-se que a medida que os valores de EHL se afastam do encontrado como
ideal as velocidades de crescimento de goticulas aumentam. Esse fato pode ser visto nos
EHLs 9,8; 10 e 10,4 com velocidades de 4,57 x 10 4,36 x 107; 3,06 x 10°Abs/h
respectivamente. Os valores de EHL 11,3 e 11,6 apresentaram velocidades de 3,02 x 107 e
4,29 x 10 Abs/h. Portanto, o resultado sugere que a maxima estabilidade é alcancada em
amostras com valores de crescimento de fase interna menores.

Foi construido um diagrama de fases (figura 26) para sistemas com valor de EHL
11,0 estabilizado com FS:TW-20 5,52:4,48 como MT, CO:CP-200 0,1:9,9 como FO e

tampéo fosfato 50mMM pH 7,4 como FA.
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Figura 26. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com FS:TW-20 na proporc¢ao
5,52:4,48, EHL 11,0, CO:CP-200 como fase oleosa na proporcao 0,1:9,9 e tampao fosfato
50mMM pH 7,4 como fase aquosa. As areas delimitadas representam: EV-emulsdo
viscosa; EL-emulsdo liquida; ME-microemulsdo; SEV — subemulséo viscosa; SEL O/A
ou A/O-subemulsdo liquida O/A ou A/O; SF-separacdo de fases; @ - amostra selecionada
com 10% FO, 15% MT e 75% FA.
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E possivel observar através do diagrama de fases (figura 25), que a combinacio de
tensoativos utilizada proporcionou a obtencdo de sistemas mais liquidos que no diagrama
constituido de FS:PLU como MT. ME foi obtida em regido onde a proporcdo de FA &
superior a 63% e no maximo 37% de MT, porém a tenséo interfacial conseguiu ser mantida
em niveis baixos permitindo a inclusdo de ate 20% de FO. A proporcdo de FO difere
consideravelmente do diagrama estabilizado por FS/PLU, onde o maximo incorporado se
estabeleceu em torno de 8%. A medida que a proporcdo de FO aumenta para até 30%,
diminuindo, portanto, FA e tensoativa, hd uma modificacdo nas caracteristicas dos sistemas
obtidos tornando-os menos transparentes que as MESs. Provavelmente isso ocorreu em
virtude da ocorréncia de discreto aumento na tenséo interfacial devido a diminuicdo da
MT. Esses sistemas foram designados SEL O/A em virtude do tamanho das goticulas
estarem possivelmente em tamanhos intermediarios ente MEs e EMs.

Entretanto, um aumento na viscosidade desses sistemas SEL O/A ocorre, quando ha
diminuicdo do volume de FA formando SEV. A restricdo na incorporacdo de agua pode
estar relacionada ao aumento na proporgéo de tensoativos que variou entre 20 e 60%.
Nesse sentido a FS com baixo valor de EHL e contida na pode ter sido responsavel por
esse fato.

Ampla regido caracterizando sistemas liquidos e opacos foi obtida, caminhando de
SEL e SEV para EL, a medida que proporcdo de FO vai se ampliando e a proporcao de FA
vai diminuindo. Nessa regido ha MT variando de 10 a 30% 0 que se mostra em quantidade
ineficaz para neutralizar a energia livre remanescente.

Separacéo de fases pode ser visualizada apenas em regi6es contendo 10% ou menos
de MT, aumentado essa regido com a elevacédo da proporc¢éo de FO.

Proporcgdes de MT acima de 55% geraram regides opacas de alta viscosidade (EV),

uma vez que a incorporacdo de FA se encontra dificultada sendo de até 35% apenas.
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Em regides com baixa propor¢do de FA (até 35%) e variagdo na proporcdo da MT
entre 20 e 80%, ndo foi possivel a formacdo de sistemas transparentes, mas sim semi-
transparentes, os quais foram chamados SEL O/A. A propor¢do de FO contribuiu para a
ampliacdo ou diminuicdo dessa regido. A regido SEL A/O, é composta de 20 a 50% de
MT, havendo alta proporcdo FO e a tensdo interfacial ainda se faz elevada demais para
formar ME. Esses fatores demonstram que ainda ha energia livre nessa regido e o tamanho
das goticulas ainda € superior ao estabelecido para formar sistemas microemulsionados.

O aumento de FA foi necessario para a formacdo de sistemas MEs, acompanhado
de MT em menor concentracdo. Nessas regides, a FO é fator importantissimo na
determinacdo de sistemas mais transparentes e semi-transparentes (ME e SE) ou opacos
(EL), o que pode ser avaliado pelas caracteristicas visuais e pela determinacdo do diametro
médio das goticulas. Dentre as amostras obtidas foi selecionada a composta de 10% FO,
15% MT e 75% FA.

Para a realizacdo da medida do raio hidrodindmico das goticulas por Ligth
Scattering é necessario diluir a amostra corretamente para impedir a interacdo entre as
goticulas. Dessa forma, o equipamento fornecerd o tamanho correto das goticulas uma vez
que o laser conseguird detecta-las individualmente. A determinacdo do didmetro das
goticulas por espalhamento de luz foi realizada para amostra de EHL 10,99. O ensaio foi
realizado em triplicata a cada 24 horas por um periodo de 240 horas. As medidas de raio
hidrodindmico em funcéo do tempo estéo relacionadas na tabela 4. Para tal experimento foi
determinado o indice de refracdo das amostras em triplicata e foi calculada a média desses

valores.
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Tabela 4: Medidas de raio hidrodinamico das amostras constituida de 10% FO, 15% MT
(EHL 11,0) e 75% FA.

Tempo(h) Raio hidrodindmico (nm)

0 33,6
72 43,4
96 51,8

120 52,5
144 52,8
168 53,5
240 57,0

Os resultados da tabela 4 monitorados imediatamente apds a preparacdo da
microemulsédo com EHL=11,0 mostram que os valores do raio hidrodindmico aumentaram
com o tempo, tendendo a estabilizacdo em tempo infinito. Esse fendmeno pode ser
explicado desde a preparacdo da ME envolvendo a utilizagdo de técnica de alta energia
(ultrassom) a qual proporciona valores transientes negativos para a tensdo interfacial.
Quando o fornecimento de energia € cessado o sistema tende ao equilibrio energético
levando ao aumento do raio hidrodindmico (OLIVEIRA et al, 2004).

Para melhor entendimento desse fato, e anélise da possivel identificagdo de micelas
originarias de reagdes de hidrolise da FS foi realizada a analise quantitativa da mesma
presente na ME. E conhecido através da literatura que a FS pode hidrolisar e originar

lisolecitina, que € seu principal produto de degradacdo. Muitos fosfolipideos naturais
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possuem suas cadeias hidrofobicas insaturadas que podem ser identificadas atraves de
técnicas especificas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Essa degradacdo ocorre em lipidios contendo duplas ligacGes, uma vez que a
insaturacdo permite deslocamento de elétrons emparelhados ao longo da cadeia lipidica,
diminuindo a energia nesse estado, promovendo o aparecimento de picos diferenciados
(NEW, 1997). Essa hidrolise pode causar a perda de cadeias carbodnicas da porcao
hidrofobica de sua molécula, a qual pode juntamente com as cadeias de outras moléculas
formarem micelas.

Foi realizado experimento atraveés de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com objetivo de se detectar uma possivel hidrdlise da FS. Apos a estabilizacao
das condicbes cromatograficas, foi identificado o tempo de retencdo da FS em torno de 8,3

min., e obtido o seu cromatograma (figura 27).

FS

Figura 27: Cromatograma tipico da FS em 206 nm.Tempo de retencéo de 8,333 min.

Para tal, foi obtida uma curva padréo da FS em n-hexano:n-propanol (1:4).

Cristina Maria Franzini



Resultados e discussdo

69

2000 A

1800 A

1600 A

1400 A

1200 A

1000 A

Area do pico (mV/s)

800 A

600 -

400 A

200

10

20 30
[FS] uM

40 50

60

Figura 28: Curva padrdo da FS em n-hexano:n-propanol (1:4), obtida por CLAE, deteccdo
em 206 nm (n=3). r* = 0,9993.

tabela 5.

Area do pico = a x+b
Area do pico = 36561. x + (-4914)

A curva padréo da FS foi realizada em triplicata por CLAE, A= 206 nm conforme

Tabela 5: Valores das areas dos picos de FS em diferentes concentragdes.

Concentracdo  Média da area

Desvio padréo

de FS (uM) dos picos (n=3) (n=3)
10 334,227 17,673
20 745,884 44,506
30 1091,231 14,908
40 1466,090 15,178
50 1812,191 39,111
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A amostra da ME foi preparada e diluida a fim de se obter uma concentracdo

35uM/L. A anélise foi realizada em triplicata e foi obtida a média desses valores, assim

como mostra a tabela 6.

Tabela 6: Valores das areas obtidas por CLAE e valores de concentracdo de FS

Dias Média[FS] uM/L Desvio padréo Erro padréo
1 37,74 2,93 1,69
2 36,04 1,30 0,75
3 34,45 4,87 2,81
6 34,04 2,92 1,68
7 36,40 1,37 0,79
8 35,61 1,83 1,06
9 33,65 6,01 3,47
10 34,12 6,52 3,76
13 35,62 3,79 2,18
14 35,76 3,46 1,99
23 37,40 1,19 0,69
26 36,27 2,51 1,45
27 34,49 5,73 3,31
29 29,59 4,05 2,34
30 37,19 0,95 0,54
35 31,04 2,41 1,39
36 33,24 4,98 2,87
37 38,02 4,31 2,49
41 37,45 3,49 2,01
44 36,21 2,51 1,45
50 33,76 3,22 1,86
60 37,74 2,93 1,69

O valor de significancia do teste estatistico empregado é de p < 0,05.
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Figura 29: Hidrolise da FS em MEs durante 60 dias. Andlise realizada por CLAE a 206

nm.

Foi realizada andlise estatistica ANOVA, e constatado que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas das concentragdes de FS entre os 60 dias; fato determinado
através valor de significancia P=0,459. Desse modo, o experimento demonstra que nao
ocorreu a formacgéo de qualquer produto de degradacdo da FS, uma vez que 0s mesmos
causariam diminuigdo nas areas dos picos.

Devido as numerosas aplicacdes em industria farmacéutica e cosmética é
importante definir as caracteristicas de cada um dos sistemas estudados. Por essas razdes é
necessario verificar se os sistemas sdo susceptiveis ao uso do ponto de vista de suas
habilidades para a liberacdo dos farmacos encapsulados e sob o ponto de vista reoldgico

(FA et al, 2004).
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Na area farmacéutica as medicOes reoldgicas sdo utilizadas para caracterizar a
facilidade com que o material pode ser despejado de um frasco, 0 bombeamento de um
produto do equipamento em um processo industrial, o espalhamento de um creme ou logao
sobre a pele, entre outras (GENNARO, 2000; WOOD, 2001; ALMEIDA e BAHIA, 2003).

E importante método aplicado & caracterizacio de sistemas emulsionados
microemulsionados e pelo fato de estar relacionado com o tipo e grau de organizacdo dos
sistemas (SCHOTT, 2000). A reologia estuda a relacéo entre a tenséo de cisalhamento e o
gradiente de cisalhamento nas amostras com EHL compreendidos entre 9,8 e 11,6 (figuras
30 a 41).

Pode ser observado que as amostras estudadas apresentaram comportamento
Newtoniano, ndo sofrendo deformacdo em funcdo da tensdo aplicada. Segundo a lei de
Newton, para os liquidos ideais a tensdo de cisalhamento é diretamente proporcional a
velocidade de cisalhamento (ALMEIDA et al., 2003). A viscosidade é independente da
velocidade de deformacdo. Sabe-se que as curvas de liquidos newtonianos séo linhas retas

que passam através da origem (SCHOTT, 2000).
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Figura 30: Comportamento reolégico de ME  Figura 31: Comportamento reologico de ME
estabilizada por 15% de FS:TW-20 (5,43:4,57),  estabilizada por 15% de FS:TW-20 (5,43:4,57),
10% de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e ~ 10% de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa
75% de fase aquosa a 25°C com valor de EHL 9,8. e 75% de fase aquosa a 37°C com valor de EHL 9,8.

Cristina Maria Franzini



Resultados e discusséo 73
1,4 - 1,4 -
1,2 1,2
g 3
ELE o 107
g 5]
E 081 E 081
3 3
‘C 0,61 S 06
3 5
(=] o
'S 044 ® curva ascendente @ 04
5 O  curva descendente S
= [ @ curva ascendente
0,2 0,2 O curva descendente
00 P ‘ : : : ‘ w 0,0 &2 : : : : : \
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Gradiente de cisalhamento (1/s) gradiente de cisalhamento (1/s)
Figura 32: Comportamento reolégico de ME Figura 33: Comportamento reolégico de ME

estabilizada por 15% e FS:TW-20 (5,27:4,73), 10%
de CO:CP-200 (0,1:99,9)como fase oleosa e 75% de
fase aquosa a 25°C, com EHL 10,0.
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Figura 34: Comportamento reoldgico de ME

15% de FS:TW-20 (5:5), 10%
de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%
de fase aquosa a 25°C, com EHL 10,4.
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estabilizada por 15% de FS:TW-20 (5,27:4,73)10%
de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%
de fase aquosa a 37°C, com EHL 10,0.
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Figura 35: Comportamento reoldgico de ME

estabilizada por 15% de FS:TW-20 (5:5), 10%

de CO:CP-200 ( 0,1:99,9) como fase oleosa e 75%
de fase aquosa a 37°C, com EHL 10,4.
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Figura 36: Comportamento reoldgico de ME
estabilizada por 10% de FS:TW-20 (4,48:5,52), 5%
de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%
de fase aquosa a 25°C, com EHL 11,0
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Figura 38: Comportamento reolégico de ME
estabilizada por 15% e FS:TW-20 (4,25:5,75),
10% de CO:CP-200(0,1:99,9) como fase oleosa e
75% de fase aquosa a 25°C com EHL 11,3.
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Figura 37: reologico de ME

estabilizada por 15% de FS:TW- 20 (4,48:5,52)10%

de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%

de fase aquosa a 37°C com EHL 11,0
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Figura 39: Comportamento reologico de ME
estabilizada por 15% e FS:TW-20 (4,25:5,75), 10%
de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%
de fase aquosa a 37°C com EHL 11,3.
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Figura 40: Comportamento reologico de ME
estabilizada por 15% de FS:TW-20 (4,0:6,0), 10%
de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%
de fase aquosa a 25°C, com EHL 11,6.
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Figura 41: Comportamento reoldgico de ME
estabilizada por 15% de FS:TW-20 (4,0:6,0),10% de
CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75% de
fase aquosa a 37°C com EHL 11,6.

As alteracdes que ocorrem sobre as propriedades reolégicas ao longo do tempo

podem ser verificadas determinando a viscosidade em funcdo das velocidades de

cisalhamento de modo ascendente e descendente continuamente. Se o fluido é tempo

independente as curvas irdo se sobrepor. Se esse fato ndo ocorrer e ndo houver a

sobreposicao das curvas, o fluido € tempo dependente.

Através da determinacdo da viscosidade das amostras com valores na faixa de EHL

entre 9,8 e 11,6 pudemos confirmar que as mesmas apresentam fluido Newtoniano,

mantendo viscosidade constante com a velocidade de cisalhamento aplicada.
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Figura 43:Viscosidade da ME EHL 10,0

Figura 42:Viscosidade da ME EHL 9,8 estabilizada
com 15% de FS:TW-20 (5,43:4,57), 10% de
CO:CP-200 ( 0,1:99,9) como fase oleosae 75% de

fase aquosa.
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Figura 44: Viscosidade da ME EHL 10,4
estabilizada por 15% de FS:TW-20 (5:5), 10%
de CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75%

de fase aquosa .
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Figura 45: da ME EHL 11,0
estabilizada com 15% de FS:TW 20 (4,48:5,52), 10%
de CO:CP-200(0,1:99,9) como fase oleosa e 75% de

fase aquosa .
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Figura 46:Viscosidade de ME EHL 11,3 estabilizada
por 15% e FS:TW-20 (4,25:5,75), 10% de CO:CP-
200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75% de fase

aquosa.
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Figura 47:Viscosidade de ME EHL 116
estabilizada por 15% de FS:TW-20 (4,0:6,0), 10% de
CO:CP-200 (0,1:99,9) como fase oleosa e 75% de

fase aquosa.

Os resultados apresentados nas figuras 42 a 47 indicam que todas as amostras séo

tempo independentes. Foi verificado que a variagdo na propor¢cdo de tensoativo,

caracterizada por diferentes valores de EHL, néo interfere nas caracteristicas reologicas e

nem na viscosidade dos sistemas estudados.

Para uma andlise criteriosa da estrutura dos sistemas estudados, foi realizado

espalhamento de luz a baixo angulo em todas as amostras (EHL entre 9,1 a 11,3). As

curvas de SAXS estdo apresentadas na figura 48.
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Figura 48: Curvas de SAXS para amostras com valores de EHL entre 9,1 e 11,3

As curvas da intensidade espalhada 1(g) em fungéo do vetor de espalhamento (q)
para todas as amostras com excegdo das com EHL 11 e 11,3 apresentam um regime linear
a valores pequenos de g, cuja extensdo aumenta a medida que se eleva o valor do EHL,
caracteristico da formacgdo de goticulas grandes ou de agregados. Além disso, observa-se
para essas amostras um segundo regime caracterizado pela presengca de um pico de
correlagdo a valores de g maiores, sugerindo que essas amostras sdo constituidas por um
sistema hierarquico de 2 niveis, um de goticulas ou agregados pequenos (pico de
correlagdo a g alto) e outro de goticulas ou agregados maiores (regime linear a g menores).

Este tipo de sistema foi extensivamente estudado por Beaucage e colaboradores
(BEAUCAGE et al, 1995) que propuseram um modelo matematico descrito por uma
equacdo geral que descreve funcdes de espalhamento mdltiplas separadas por diferentes

regimes de leis de poténcia.
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Essa equacdo leva em consideracdo o fator estrutural como, por exemplo, neste
caso, a formacdo de micelas homogéneas (GLATTER, 1982) e é descrita pela expressdo

abaixo:

*S (q) [1]

1(q)=6G exp(ﬁ] +B MS

onde G é a intensidade para q tendendo a zero relacionada a lei de Guinier, B é uma
constante especifica ao tipo de lei de poténcia seguida pelo expoente P e S(g). Quando no
sistema analisado a estrutura interna apresenta correlacao (ex: goticulas esféricas) pode ser

utilizada a equacao abaixo para o fator de estrutura:

1
(o= (4d)—qd cos(ad)
1+ k| 35en(ad) - qd cosg

(qd)?

onde d é a distdncia média de correlacdo entre os objetos espalhadores e k é o fator de

compacidade das goticulas.

Desta forma, as curvas das amostras com EHL entre 9,1 e 11 foram ajustadas
utilizando a equacdo geral de Beaucage de 2 niveis para se obter alguns parametros
essenciais como raio de giro (Rg), e a distancia média entre as goticulas (d) (BEAUCAGE,
et al., 1995). Os valores dos parametros estruturais assim obtidos encontram-se listados na
tabela 7.

O ajuste das curvas experimentais a equacdo 1 foi realizado e um exemplo desse

ajuste é representado pela Figura 49, referente a amostra com EHL=9,1.
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Figura 49 — Ajuste da curva para a amostra com EHL= 9,1 a equagé&o 1.

Tabela 7: Valores dos parametros de ajuste das curvas de SAXS para as formulagbes com

valores de EHL entre 9,1 e 11,3.

Amostras EHL Tensoativos Ri(A) R,(A) k d(4)

I 91 60% FS/40% TW-20 10,8 110,62 0,61 73,46
I 9,8 54,33% FS/45,67%TW-20 10,9 87,33 0,071 60,79
i 10,0 52,75% FS/47,24%TW-20 10,78 71,24 0,18 55,76
v 10,4 50% FS/50% TW-20 11,23 72,98 0,92 91,00
\Y, 11 44,89%FS/55,11%TW-20 - 132,228 0.70 169,33
Vi 11,3 42,52%FS/57,48%TW-20 - 124,311 0,69 174,34

Os resultados obtidos sugerem que a medida que se eleva o valor do EHL de 9,1
para 11,0 com o aumento da propor¢cdo de TW-20 ao sistema, ocorre diminui¢do do raio
das goticulas ou dos agregados e um aumento da distancia entre eles em razdo da

diminuicdo da tensdo interfacial entre as goticulas causada pela presenca de uma maior

proporcao de tensoativo hidrofilico (tabela 8).
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No caso das amostras com EHL superior ou igual a 11,0 observa-se pelas curvas
de SAXS apenas a presenca de um pico de correlacdo a valores baixos de g, sugerindo a
formacéo de goticulas ou agregados um pouco maiores. Neste caso 0 modelo de Beaucage
também foi utilizado para calcular os parametros estruturais do sistema, mas considerou-se
a existéncia de apenas 1 nivel de goticulas. Através do ajuste valores de k, R e d foram
obtidos (tabela 7). No caso dessas amostras, a maior propor¢do de co-tensoativo
aparentemente promove a formacdo de goticulas ou agregados um pouco maiores, mas
muito mais distanciadas entre si, 0 que sugere um grau menor de agregacdo em razéo do
valor muito pequeno de tensao interfacial entre as goticulas.

Esses resultados estdo de acordo com o observado através das caracteristicas
macroscopicas das amostras (figura 18) e microscopicas por espalhamento de luz (tabela
4). Eles revelam que embora o tamanho das goticulas ou agregados seja menor para as
amostras com EHL menor que 11,0 o sistema é opaco, provavelmente em razédo do alto
grau de agregacdo. O tamanho de agregados obtido por espalhamento de luz para amostra
11,0 é da ordem de 33 nm, ou seja, um tamanho pequeno suficiente para formar um
sistema micelar transparente.

Pode-se entdo concluir que o TW-20 exerce um papel fundamental no processo de
agregacdo entre as particulas.

Em razdo desses resultados selecionou-se a amostra com EHL 11,0 para os
ensaios de incorporacéo e liberacdo de AmB.

Ap0s a caracterizacdo e escolha do sistema mais adequado para a incorporacao da
AmB, foi avaliado o comportamento a AmB incorporada em solugdo tampéo fosfato, CDs
e na amostra selecionada, a qual apresenta caracteristica inerente a ME .

A AmB quando em solucdo forma uma mistura de agregados e monémeros.O

espectro de absorcéo da AmB na concentracido 5x10°M em tampéo fosfato 50mM pH 7,4
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mostra a presenca de formas auto-associadas em comprimento de onda de 327nm, assim
como a presenca de mondmeros, 0s quais se apresentam em proporcOes inferiores, em
comprimentos de onda 388 e 409nm e uma banda em 365nm (figura 50) como jéa relatado
por Araujo, 2004.

AmB em tampao
0.15 3

0.14 4

Absorbancia (AU)

:n:ltll : IHDI I IJ«'IIBI I I:Itltnl I IJQIDI I Idclllfll I Idé[ll : I4=IBI I I4$DI T

Comprimento de onda (nm)

Figura 50: Espectro de absorcdo da AmB na concentragdo 5x10°° M em tampéo fosfato 50

mM pH 7,4 na faixa de comprimento de onda entre 300 e 500 nm.

O espectro de absorgéo apresentado na figura 51, permite verificar que quando a
AmB na mesma concentracéo (5x10°M) foi incorporada a solucdo de f-CD 13mM ocorreu
uma mudanca hipsocromica na banda em 327nm. O espectro foi modificado aparecendo
sinal intenso em 365, 388 e 409nm correspondentes as formas monoméricas. Esse fato
sugere a complexacdo do farmaco com a CD e a predominancia de mondmeros na
formulacdo, os quais sdo conhecidos por apresentarem menor toxicidade (BOLLARD,
1991). Concluimos dessa forma que a AmB complexada em B-CD seleciona formas

monomeéricas do farmaco, porém apenas parcialmente.
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Figura 51: Espectro de absorcdo da AmB na concentracdo 5x10°M em tampdo fosfato
50mM pH 7,4 e em B-CD na mesma concentracdo, na faixa de comprimento de onda entre
300 e 500 nm.

Posteriormente foi realizada a incorporacdo do farmaco na ME selecionada
constituida de FS:TW-20 (4,48:5,52) como MT, CO:CP-200 (0,1:9,9) como FO e tampao
fosfato 50mM pH7,4 como FA. O espectro apresentado na figura 51 mostra que quando a
AmB na concentragdo 5x10°M foi incorporada & ME ocorreu uma diminuicéo de absorcio
das bandas correspondente as formas agregadas (327nm) e um sinal mais intenso em
365,388 e 409nm pode ser observado.

Esse fato sugere que a AmB modifica seu estado de agregacdo quando incorporada
na ME indicando a formagdo de mondmeros do farmaco e sua interacdo hidrofobica da

cadeia insaturada de carbonos da AmB com as goticulas da ME.
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Figura 52: Comparacdo dos espectros de absor¢cdo da AmB em tampéo e incorporada a

ME na concentragéo 5x10°M a 406nm.

Atraves da analise comparativa dos espectros relativos 8 AmB-tamp&o, AmB-B-CD
e AmB-ME 5x10°M é visivel que tanto a p-CD como a ME s&o capazes de selecionar
mondémeros. Porém a ME foi mais eficaz na reducdo das formas mais toxicas (agregados)
confirmado pela diminuicdo da intensidade da banda em 327nm.

Embora dos resultados obtidos com a incorporacdo de AmB na B-CD e na ME
tenham sido considerados satisfatérios, a modificacdo no estado de agregacdo da AmB
ndo foi total. Nesse sentido, foi realizado ensaio com a incorporagdo do fa&rmaco nos dois
sistemas simultaneamente. Foi preparada uma amostra de AmB em B-CD 13mM. Aliquota
dessa solugéo foi incorporada na ME para alcangar uma concentracdo de 5x10°M. Uma

analise de seu espectro pode ser realizada observando a figura 53.
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Figura 53: Espectro de absorcdo da AmB na concentragdo 5x10°M em ME/B-CD a
406nm.

O espectro da AmB/B-CD/ME (figura 53) permite observar um efeito sinérgico da
B-CD/ME, os quais ja se mostraram hébeis na diminui¢do de agregados quando utilizados
separadamente. Esse resultado propde que algumas formas agregadas de AmB que ndo
haviam obtido sucesso na inclusdo com a B-CD (figura 51), permaneceram livres na
solucdo (banda em 327nm). Apo6s a incorporacao do complexo AmB:BCD na ME ocorreu a
ligacdo dessas moléculas agregadas nas goticulas da fase interna oleosa da ME ou na
interface por interacdo hidrofobica, e desaparecimento das formas agregadas
remanescentes, justificando a utilizacdo dos dois sistemas conjuntamente.

Dessa forma, é esperado que a diminuicdo da toxicidade ocorra possivelmente
devido ao mecanismo de difusdo das moléculas de AmB da B-CD e da ME, liberando mais
mondémeros que agregados diminuindo a ligagdo dessas formas com érgdos sadios, ja que
as formas auto-associadas da AmB sdo habeis na ligacdo com o colesterol das células de
mamiferos (TABOSA DO EGITO et al., 1996).

Quando a AmB em concentragdo 5x10"°M foi incorporada & solucdo de B-CD néo

houve modificacdo significativa no espectro, comparado ao farmaco na mesma
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concentracdo incorporado ao tampdo (figura 54). Houve inicialmente um aumento
significativo nos valores de absorbancia. As amostras foram mantidas em repouso por 48h
e um novo espectro foi obtido (figura 55) no qual € visivel a diminuicdo de absorcédo em
365, 388 e 409nm assim como o desaparecimento da banda em 327nm caracteristica de
formas agregadas.

___AmBem-CD
____AmB em tampdo

Absorbancia (AU)

Comprimento de onda (nm)

Figura 54: Espectro de absorcdo da AmB na concentracdo 5x10°M em tampdo fosfato

50mM pH 7,4 e em B-CD na mesma concentragédo, a 406nm.

____AmB em B-CD (tp)

____ AmB em tampao (to)

~__AmBem B-CD (tss)
AmB em tampao (ts3)

Absorbancia (AU)

Comprimento de onda (nm)

Figura 55: Espectro de absorcdo da AmB na concentracdo 5x10°M em tampao fosfato

50mM pH 7,4 e em B-CD tempo zero e ap0s 48 horas, a 406nm.
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Acompanhando os fendmenos descritos anteriormente, ocorreu a formacdo de
precipitado na formulacdo ap6s 48h da preparacdo. A reducdo da absorcdo pode ser
atribuida ao fato de néo ter ocorrido total complexacéo do farmaco com a CD. Uma porc¢éo
de AmB permaneceu insoltvel no sistema, precipitando.

Resultados semelhantes foram obtidos com a incorporacdo de AmB 5x10°M em
hidroxipropil beta-ciclodextrinas (HPB-CD). Uma banda em 327nm pode ser observada no

espectro relativo ao farmaco em tampéo (figura 56).

____AmB em tampéo

T e—

Absorbancia (AU)

320 3 i ) Jted i 0T gl S0 n

Comprimento de onda (hm)

Figura 56: Espectro de absorcdo da AmB na concentracdo 5x10°M em tampdo fosfato
50mM pH 7,4 a 406nm (to).

Com a incorporacdo de AmB em HPB-CD houve inicialmente uma reducéo
signifivativa na absorcdo da banda em 327 prevalecendo as bandas em 365, 388 e 411 nm.
Embora tais resultados indiquem a selecdo de formas monoméricas de AmB pela HPB-CD,
também foi observada a formacao de precipitado no fundo da cubeta apds 48 horas.

Os espectros sugerem que algumas moléculas de AmB foram incorporadas na
cavidade das HPB-CD e que as formas oligoméricas que ndo complexaram com a CD
permaneceram insolUveis e precipitaram, assim como ocorreu com as p-CD. As leituras

foram realizadas em tempo zero e apds 48 h (figura 57).
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IR ___ AmB 5x10°°M em HPB-CD

Absorbancia (AU)

o ————— T ———— e ————— ————— —————— ——
1] T =21 210 =30 ln] &M £ a0

Comprimento de onda (nm)

Figura 57: Espectro de absorcdo da AmB na concentragdo 5x10°M em HPB-CD, a 406nm
apos 48 h ().

Uma amostra preparada nas mesmas condi¢fes foi submetida a consecutivas
filtracdes em membrana 0,2 um em intervalos de 1 min., durante 30 minutos. Esse ensaio
foi realizado a fim de verificar a formacao de precipitado, o qual foi confirmado através
dos espectros (figura 58) na qual foi possivel observar a diminuicdo dos valores de
absorbancia da amostra e desaparecimento dos picos em 327nm. As bandas referentes a

monomeros permaneceram em 388 e 412nm.

____ AmB 5x10°M em HP-BCD

Absorbancia (AU)

Comprimento de onda (nm)

Figura 58: Espectro de absorcdo da AmB na concentracdo 5x10°M em HPB-CD no momento

da incorporacéo e apos filtracdo em filtro 0,2 um realizadas a cada 1 minuto, em 406nm.
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Analise macroscépica da AmB incorporada a ME foi realizada e pode ser
observada leve turvacdo da amostra quando comparada com a ME vazia. Foi avaliada a
AmB-ME em concentracdo 5x10°M , 5x10°M.

Apols 12 horas de sua preparacdo, a ME com concentracdo 5%x10°M apresentou
sobrenadante, sendo reversivel apos leve agitagéo.

Através da nefelometria foi possivel observar o aumento da turbidez da amostras

em funcéo do aumento da concentracdo do farmaco (figura 59).

140 ~
1 MEvazia

120 2 ME 5x10°M
3 ME 5x10°M

100 H

80 -

60 o

Turbidez (NTU)

40

20 H

T T 1
1 2 3 4

Amostras

Figura 59: Medidas de turbidez em NTU (unidades nefelométricas de turbidez) das

amostras de ME vazia, e com farmaco nas concentragdes 5x10°M e 5x10°M.

E possivel notar através da figura 60(A) a transparéncia da ME vazia pela passagem
da luz através do frasco. No segundo frasco, apés a incorporacéo de AmB 5x10°M, é notavel
que a amostra torna-se mais transl(cida que a ME vazia. A incorporacdo de AmB 5x10™ na
ME causa maior turbidez ainda quando comparada com as duas amostras anteriores,

mostrando que a turbidez das amostras é dependente da concentracao.
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A B

Figura 60:(A)Verificacdo da turbidez das amostras de ME vazia (1), com farmaco, na
concentragdo de 5x10° M (2) e ME na concentracdo de 5x10°M (3).(B) amostras nas

concentragdes 5x10° M (4) e 5x10°M (5) ap6s 24 horas da preparacao.

As amostras com o farmaco incorporado nas concentragdes 5x10°M e 5x10°M
foram mantidas em observacao por 24 horas e submetidas a uma nova analise. Na p-CD e
HP-BCD em concentragdo 5x10"°M houve a formacéo de um sobrenadante (figura 60 B).

Pode-se perceber através da figura 60 turbidez na amostra contida no frasco A,
devido ao farmaco apresentar-se disperso na ME imediatamente apds sua incorporacao.
Através da figura 60(B), nota-se desestabilizacdo da ME 24 horas apds a incorporacao de
AmB ocorrendo separacdo de fases, na qual o farmaco provavelmente encontra-se em
maior proporcao na fase oleosa localizada na porcao superior da amostra, uma vez que 0

mesmo é mais soluvel nessa fase.

Figura 61: AmB incorporada na ME na concentracgdo 5x10°M no momento da

incorporacdo (A) e apds 24 horas (B).
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O aumento da turbidez na amostra com concentracdo 5x10°M pode ser atribuida ao
aumento do tamanho das goticulas com o aumento da concentracdo de AmB.

O tamanho das goticulas da fase interna foi determinado. Através da figura 62(A)
observa-se que o grafico é do tipo bimodal apresentando duas populacdes diferentes de
goticulas em relacdo ao diametro médio, situadas em torno de 25nm e outra entre 130-
190nm para as MEs sem o farmaco incorporado. Essa populacdo de goticulas maiores
também pode ser observada apos a incorporacdo do farmaco (figura 62 B), porém em
frequéncia maior que na amostra anterior. Pode ser constatada ainda, apenas uma
populacdo significativa, com didmetro meédio entre 100-150 nm, ocorrendo o
desaparecimento de goticulas menores. Esse comportamento sugere desestabilizagdo

parcial da ME ap0s incorporacdo de AmB nessa concentracao.

35 120 35 120

30 4 r 100 30 o — r 100

25 F 80 25 4 r 8o

20 A F 60 20 - 60

r 40

Frequéncia (%)
Frequéncia acumulada (%)
Frequéncia (%)
Frequéncia acumulada (%)

t 20
Lo 5 J—/ Lo

T T T T ” T 1 T T T T 0 —1 T L T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 0 50 100 150 200 250 300

Diametro (nm) Distribui¢do de tamanho (nm)

Figura 62(A): Distribuicdo de tamanho de goticulas Figura 62(B): Distribuicdo de tamanho de goticulas
de fase interna de ME sem a incorporagédo de AmB.  de fase interna de ME com farmaco na concentragéo
5x10°° M.

Apos a caracterizacdo dos sistemas obtidos foi realizado o estudo de incorporacéo
de AmB nas MEs e SEs com valor de EHL 10,99 e proporgdes de fase oleosa de 2,5; 5,0;
7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 20%. Foram determinados os valores das densidades de cada uma

das amostras, assim como os valores de volume de fase (&) como mostra a tabela 8
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Tabela 8: Determinacdo da densidade e volume de fase de MEs EHL 10,99, variando a

proporcéo de FA e FO.

FA (%) Densidades Volumes de fase (®)

82,5 1,04825 0,14
80,0 1,0249 0,18
77,5 1,0232 0,21
75,0 1,0205 0,23
72,5 1,0085 0,27
70,0 1,005 0,30
65,0 0,999 0,35

Para o0 estudo de incorporacdo foi elaborada uma curva padrdéo da AmB em

metanol. As determinac6es foram realizadas em triplicata a 406nm.

Tabela 9:Valores das absorbancias da AmB em diferentes concentracdes.

Concentracdo AmB MeAdia_s das B Desvio padrio (n=3)
(Mg/mL) absorbancias (n=3)
3 0,2397 0,0165
5 0,3313 8,5540 x 10°
7 0,4705 0,0123
9 0,5822 6,3589 x 10°®
11 0,7410 8,4054 x 10°
13 0,8622 1,9252 x 10°°
15 0,9656 0,0131
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Figura 63: Curva padrdo da (AmB) em metanol, obtida por espectrofotometria VIS,
deteccdo em A = 406 nm (n=3). r* = 0,996869

Abs=a.x+b
Abs = 0,063 . x + (0,0348)

O estudo foi realizado em amostras com propor¢do fixa de tensoativo (15%)
alcangando valor de EHL igual a 11, variando-se o volume de fase interna em 2,5; 5,0; 7,5;
10; 12,5; 15,0 e 20,0 %. Apds o farmaco ser adicionado em excesso as amostras, as
mesmas foram sonicadas e centrifugadas a 11.180 (x g). O sobrenadante foi retirado,
diluido e as leituras foram realizadas por espectrofotometria a 406nm.

Baseado nos resultados obtidos, foi construido um grafico relacionando a

concentracdo de AmB em funcdo volume de fase (®)de cada amostra analisada (figura 64).
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Figura 64: Incorporagdo de AmB nas MEs e SEs constituidas de 15% FS:TW-20
4,48:5,52 como MT, 10% CP-200:CO 9,9:0,1 como FO e 75% tampéo fosfato 50mM pH
7,4 como FA. As determinagOes foram realizadas em funcgao do volume de fase.

Os resultados da figura 64 mostram que a incorporacdo da AmB no sistema
microemulsionado é dependente de proporcao de fase oleosa no sistema, aumentando com
0 volume de fase. Pode-se observar que a incorporagdo da AmB aumentou linearmente
com o volume de fase nas condic¢des experimentais utilizadas no estudo. Considerando que
a proporc¢do de tensoativo foi mantida constante, o aumento da incorporacdo do farmaco
reflete diretamente a capacidade da fase oleosa da microemulsdo de solubilizar a AmB. O
intercepto da curva no eixo y representa a solubilidade da AmB na auséncia da fase oleosa
da microemulséo, ou seja, o efeito da mistura de tensoativos usados na estabilizagcdo na
solubilizacdo da AmB. Assim, como a AmB apresenta solubilidade parcial na fase aquosa
acrescida dos tensoativos, ja que a propor¢do de fase oleosa é nula, o intercepto da curva
com 0 eixo Yy representa incorporacdo de 3,615mg/mL, valor muito proximo ao obtido

experimentalmente, de 3,98mg/mL.
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Dessa forma amostras com volumes de fase a partir de 0,30 passam por uma
transicdo de fase ME para SE. E fato conhecido que nessa fase SE o tamanho das goticulas
é maior que de uma ME, sugerindo aumento de area superficial o que facilita a interacéo
do farmaco, aumentando assim a incorporacdo. Todos esses fatores sd@o de extrema
importancia para a realizacdo dos estudos de liberagdo do farmaco dos sistemas
selecionados. O perfil de liberacdo da AmB incorporada as ME e subemulsées com
variacao de proporcao de fase oleosa situando-se entre 2,5 e 20% foi estudado.

Testes de dissolucdo in vitro sdo uma importante ferramenta de controle de
qualidade em diferentes ciclos de vida de um medicamento. Nos primeiros estagios do
desenvolvimento farmacotécnico sdo Uteis para identificar variaveis criticas, escolher entre
diferentes formulacdes, aperfeicoa-las e fazer avaliagdes de risco como no caso de sistemas
de liberacdo controlada. Os testes de dissolucdo tém sido empregados com sucesso para
formas farmacéuticas de liberacdo imediata e os testes gerais descritos na farmacopéia séo
normalmente suficientes para avaliar uma nova formulacdo. Para casos de formas de
liberacdo controlada varios fatores devem ser levados em consideragdo como por exemplo
0 mecanismo de liberacdo, propriedades fisico-quimicas, escolha do meio receptor,
agitacao e condigoes sink.

Na escolha do meio receptor para formas de liberacdo prolongada de farmacos
pouco sollveis, pode-se langar m&o do uso de um solubilizante como um tensoativo
(MARCOLONGO, 2003).

A concentragdo do soluto no meio nunca deve alcangar mais que 10 a 15 % de sua
solubilidade méxima. Para isso normalmente é utilizado grande volume de meio de
dissolucdo, que é reposto a cada aliquota retirada. Pode-se dizer entdo que a concentragdo
do farmaco dissolvido em um tempo t, € muito menor que a solubilidade do farmaco no

meio receptor. Se tal parametro é mantido, o teste é dito estar sendo conduzido sob “sink
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condition”, o que significa ndo estar sob influéncia do gradiente de concentracdo do
farmaco na solucdo (GENNARO, 2000).

Para que 0 experimento estivesse sob “sink condition”, foi utilizada como fase
receptora solucdo tampéo fosfato 50mM pH 7,4 isotonizado adicionado de tensoativo. A
quantidade de farmaco a ser solubilizado na fase receptora foi calculada em funcédo da
massa incorporada nas formulagdes e do volume do meio (KHAN, 1996).

Para a quantificacdo por espectrofotometria VIS, foi elaborada uma curva padrédo

na solucdo receptora, nas concentracdes descritas na tabela 10.

Tabela 10: Parametros utilizados para elaboracao da curva padréo da AmB

Concentracéo Medias das absorbancias Desvio padréo

AmB(pg/mL) (n=3) (n=3)
2 0,1057 3,9145 x 4
4 0,2125 1,7838 x 03
6 0,2884 3,3369 x 13
8 0,3805 1,5078 x 13
10 0,4648 3,1891 x 13
12 0,5467 1,8411 x 13
14 0,6445 3,2906 x 13
16 0,7235 2,9123 x 13
18 0,8128 8,3600 x 13
20 0,9031 4,0362 x '3
22 0,9824 3,3630 x '3
24 1,0613 0,0110
26 1,1444 0,0218
28 1,2093 5,5245 x 103

A partir desses valores foi uma curva padrdo em tampao fosfato 50mM acrescida

de 1% de laurilsulfato de sodio.
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Figura 65: Curva padrdo da AmB em tampéo fosfato pH 7,4 50mM e laurilsulfato de
sodio (solucdo receptora) obtida por espectrofotometria, deteccdo por VIS em 412 nm
(n=3). r* = 0,9992

Abs=a.x+b
Abs = 0,0426758. x + 0,0370002198

Os valores das absorbancias obtidos por espectrofotometria foram aplicados na
curva padrdo da AmB em tampéo fosfato 50mM pH 7,4 a fim de se obter a quantidade de
AmB liberada.

O experimento foi realizado avaliando a quantidade de AmB que atravessa a
membrana de acetato de celulose e passa para 0 meio receptor.

Os perfis de liberacdo das amostras foram obtidos em relagdo as concentracdes de
AmB das preparacOes aplicadas na célula de difusdo com as concentragdes de AmB
liberadas no meio de dissolucdo. As determinacGes foram feitas em triplicata. Os perfis de

liberagéo estéo ilustrados nas figuras a seguir.
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Figura 66: Perfil de liberacdo da AmB de ME composta de 15% de MT (FS:TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99, 2,5% de FO (CO:CP-200 0,1:99,9) e tampéo fosfato 50mM pH 7,4
como FA comparado com a liberagdo da AmB em solucéo.
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Figura 67. Perfil de liberagdo da AmB de ME composta de 15% de MT (FS:TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99, 5% de FO (CO:CP-200 0,1:9,9) e tampéo fosfato 50mM pH 7,4
como FA comparado com a liberagdo da AmB em solucéo.
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Figura 68. Perfil de liberagdo da AmB de ME composta de 15% de MT (FS:TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99, 7,5% de FO (CO:CP-200 0,1:99,9) e tampdao fosfato 50mM pH 7,4
como FA comparado com a liberagdo da AmB em solucéo.
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Figura 69. Perfil de liberagdo da AmB de ME composta de 15% de MT (FS:TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99, 10% de FO (CO:CP-200 0,1:99,9) e tampao fosfato 50mM pH 7,4
como FA comparado com a liberagdo da AmB em solucéo.
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Figura 70. Perfil de liberagdo da AmB de ME composta de 15% de MT (FS/TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99, 12,5% de FO (CO:CP-200 0,1:99,9) e tampao fosfato 50mM pH
7,4 como FA comparado com a liberacdo da AmB em solucao.
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Figura 71. Perfil de liberacdo da AmB de SE composta de 15% de MT (FS:TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99 15% de FO (CO:CP-200 0,1:99,9) e tampao fosfato 50mM pH 7,4
como FA comparado com a liberagdo da AmB em solucéo.
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Figura 72. Perfil de liberagdo da AmB de SE composta de 15% de MT (FS:TW-20
4,49:5,51), EHL 10,99 20% de FO (CO:CP-200 0,1:99,9) e tampao fosfato 50mM pH 7,4

como FA comparado com a liberagdo da AmB em solucéo.

Através das figuras 66 a 72 podem ser comparadas as curvas resultantes do ensaio
de liberacdo de uma solucdo de AmB com as curvas das preparacdo das MEs (2,5 a 12,5%
FO) e SEs (15,0 e 20,0% FO) acrescidas do farmaco. As curvas evidenciam o
comportamento das MEs e SEs em retardar a liberacdo do farmaco. Como pode ser visto
nos estudos de incorporacao, existe uma forte interacdo entre a AmB e a fase interna oleosa
visto que aumento no volume dessa fase implica no aumento da concentracdo de AmB
solubilizada.

ados de microscopia eletronica e cromatografia de exclusdo descrevem que héa
formacgédo de complexo estavel AmB-CO. Em alguns sistemas de liberacdo formados de
estruturas em forma de vesiculas fechadas, esse complexo AmB-CO confere maior rigidez

a bicamada lipidica (HILERRY, 1997). No caso das goticulas das MEs e SEs, esse fato
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sugere que o CO presente aumenta o tempo de difusdo da AmB da goticula prolongando
dessa forma a liberacdo a liberacdo.

As curvas relativas a AmB em solucgéo, apresentam de forma nitida um perfil de
liberacdo mais rapido comparado com AmB incorporada aos sistemas micro e
subemulsionados. Além disso, na combinacao de tensoativos empregada nas formulagdes,
ha tensoativo hidrofilico (TW-20) em maior proporcao, o que torna a interface mais polar
retardando a saida do farmaco das goticulas. A literatura mostra que a composi¢do do
tensoativo estd diretamente relacionada com o grau de hidrofilia/lipofilia do tensoativo
final (CALDERO et al., 1997; ROCCA et al.,1999). A caracteristica mais importante
evidenciada nos resultados foi o parametro de retencdo da substancia ativa pela fase interna
oleosa das amostras, a qual proporciona a liberacdo em uma faixa mais ampla de tempo
quando comparada a AmB em solucao.

Nas MEs com proporcdo de fase interna reduzida, h& um menor numero de
goticulas por unidade de volume quando comparadas com amostras com volume de fase
interna mais elevado. Independente do volume de fase interna de cada amostra, 0s quais
variam de 2,5 a 20,0%, foi disponibilizada na célula de difusdo a mesma concentragdo de
AmB. Nos sistemas compostos por menor volume de fase interna, as moléculas do fa&rmaco
estdo provavelmente ligadas a um grande numero de goticulas, enquanto que um maior
volume de fase interna pode originar um nimero de goticulas além do necessario para a
concentragdo de farmaco incorporada. Dessa forma, pode ser sugerido que um menor
volume de fase leva o farmaco a sair da goticula com maior velocidade, assim como o
volume de fase interna elevado deve proporcionar maior retencdo do farmaco nas
goticulas. De uma forma geral, de acordo com Einstein Stokes, quanto menor o tamanho
da goticula, maior o coeficiente de difusdo, maior a superficie total da fase dispersa e,

portanto, maior a velocidade de liberacdo (LAVRADOR et al., 2002). Esse fato pode ser
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visualizado na a ME com 2,5% de fase oleosa (figura 65), a qual nos primeiros 180 min.
ndo apresentou perfil significativamente diferente daquele que contém o farmaco em
solucdo. Desse modo, a proporcdo de fase oleosa € muito baixa para proporcionar efeito
reservatorio a esse sistema, promovendo a liberacdo do farmaco em 5h.

As amostras compostas de 5,0 e 7,5% de fase oleosa (figuras 67 e 68) apresentaram
perfil de liberacdo semelhante, liberando a substancia ativa em 11h e 30 min., tempo
relativamente menor que as amostras com volume de fase interna maior, sendo a composta
de 10,0% de FO em 13h 3 30 min., as compostas de 12,5 e 15% de FO em 18h e a com
20% de FO, apresentando o perfil de liberagdo mais lento, em 20h.

De acordos figuras 67 a 72 podemos observar as curvas com perfil sigmoidal. Esse
fato pode indicar que a liberacdo esteja ocorrendo em duas etapas. A primeira etapa
envolvendo a saida da AmB de estrutura interna das ME ou SEL e a segunda envolvendo a
passagem do farmaco livre para o meio receptor apds atravessar a membrana. O passo
limitante para o processo de liberacdo refere-se a saida da AmB de dentro das goticulas
para 0 meio externo. A partir desse passo, a passagem do farmaco através da membrana
por difuséo, ocorre envolvendo um gradiente de concentragéo entre a fase aquosa e 0 meio
externo.

Fica, portanto, com esse experimento, evidenciado o efeito das MEs e SEs em
retardar a liberagdo da AmB. Esse comportamento pode ser explicado pela associagéo do
farmaco com a fase interna da ME provocando retencdo da AmB nas goticulas, em razéo
da sua maior afinidade e estabilidade nessa fase. Esse fato, pode ser evidenciado em
virtude de os sistemas em estudo apresentarem capacidade de liberar cerca de 45% do
farmaco total dispensados na célula de difusdo, apresentando um elevado valor de

retencéo.
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Dessa forma, podemos avaliar a importancia do sistema microemulsionado na
modulacdo da velocidade de liberacdo. No caso da AmB, a liberagdo apresentou-se mais
lenta,sendo portanto prolongada.

Concluindo, MEs podem modificar profundamente a velocidade de liberacdo de
farmacos, oferecendo beneficios que incluem o aumento da solubilidade e absorcéo e
controle da biodisponibilidade. Como sistemas reservatorios, podem alterar os parametros

farmacocinéticos diminuindo a toxicidade e aumento a eficacia clinica de farmacos.
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6. CONCLUSOES

¢ A utilizacdo de PLU/FS proporcionou a formagéo de pequena regido do tipo ME O/A, e
vasta regido de EM com alta viscosidade.

¢ Foi possivel a obtengdo de microemulsdo O/A e A/O utilizando FS como tensoativo e

TW-20 como co-tensoativo em varias proporgoes.

¢ O estudo do EHL para os tensoativos FS e TW revelou que a proporcdo ideal para
proporcionar maior estabilidade ao sistema é 44,89%/55,11% respectivamente, concluindo

um valor de EHL igual a 11.

¢ A fosfatidilcolina de soja presente na ME nédo apresenta hidrolise significativa apos 60

dias de sua preparacao.

¢ As MEs estudadas comportam-se como fluidos Newtonianos e as viscosidades das

mesmas permanecem constantes apos tenséo aplicada.

¢ Através da complexacdo da AmB com B-CD e HPB-CD é possivel um aumento parcial
na proporcdo relativa de mondmeros com conseqliente diminuicdo na proporcdo de

formas agregadas na concentracéo 5x10° M.

¢ A incorporagdo de AmB em ME aumenta a proporgéo relativa de monémeros com
conseqiiente diminuicdo na proporcdo de formas agregadas na concentracdo 5x10 ° M,

porém nao completamente.

¢ Ocorre efeito sinérgico entre B-CD e ME na reducdo de formas agregadas de AmB

quando incorporada nesses sistemas simultaneamente de forma efetiva.

¢ Ocorre precipitacdo da AmB na concentracdo 5x10°M quando incorporada em

ciclodextrinas ou na ME apds a preparacao.
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¢ Hé a desestabilizacio da ME quando acrescida de AmB na concentracdo 5x10°M,
ocorrendo separagéo de fases.

¢ O incorporacdo de AmB nas MEs e SEs € maior quanto maior é a proporcao de fase

oleosa no sistema.

¢ As MEs e SEs estudadas comportam-se como sistemas reservatorios ocasionando
retencdo do farmaco na fase oleosa, a qual aumenta com o aumento da proporcéao de fase

proporcionando liberacdo prolongada.
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