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Resumo

RESUMO

O tratamento das infeccdes fingicas sist€émicas impde grandes dificuldades devido ao fato da
terapia endovenosa requerer administracdo do farmaco solubilizado ou disperso em particulas
de diminutas dimensdes, além da necessidade de hospitalizacdo. A anfotericina B (AmB)
continua sendo um dos antibi6ticos mais efetivos para tais tratamentos, apesar de sua baixa
solubilidade e graves efeitos colaterais. Considerando que microemulsdes permitem contornar
esses problemas e proporcionar administracdo oral do farmaco, essas formulacdes lipidicas
contendo AmB estdo sendo cada vez mais estudadas. Adicionalmente, a formacido de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs) também tem sido promissora no
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas. Neste trabalho os parametros de formacao
de microemulsdes (MEs) contendo fosfatidilcolina de soja (FS), Tween-20 (Tw) e oleato de
sédio (OS) como tensoativos e colesterol (CHO) como fase oleosa e a formagdo de complexos
de inclusdo com diferentes derivados de CD e sua incorporagcdo nas MEs foi estudado. Um
diagrama de fases pseudoternidrio foi elaborado objetivando caracterizar MEs. O
comportamento reoldgico e a estruturacdo interna foram empregadas para avaliacdo e ainda
caracterizacdo por espalhamento dindmico de luz. Foi avaliado o efeito da propor¢dao de
tensoativo e 6leo na determinagdo do didmetro da fase interna nos sistemas com ou sem AmB,
além da avaliac@o da contribui¢io da fase oleosa e do tensoativo na incorporacdo do farmaco
nas MEs. Um diagrama de solubilidade de AmB em CDs foi desenvolvido e suas constantes
de estabilidade determinadas. O preparo de ME contendo CDs em sua fase aquosa,
pardmetros de incorporacdo de AmB e estudos de liberagdo foram realizados seguidos de
andlise termogravimétrica, difracdo de raios x (DRX) e ressondncia magnética nuclear
(RMN). Os resultados revelam a formacdo de MEs em regides contendo até 30% de
tensoativo e aproximadamente 11% de fase oleosa. Sob luz polarizada os sistemas de
interesse apresentaram fundo escuro e estruturacdo do tipo lamelar e comportamento
predominantemente pseudoplastico com tixotropia. A incorporacdo maxima de AmB nas MEs
foi dependente da proporcdo de tensoativo e da fase oleosa com 2,37 e 2,34mg/mL
respectivamente para amostras com 20 e 12% desses componentes. O didmetro médios das
goticulas foi aumentado pela incorporacio de AmB em todas as amostras avaliadas.
Entretanto o aumento da proporc¢do de tensoativos nas MEs contendo AmB ou ndo, diminuiu
esses diadmetros. Constatou-se ainda uma interacdo de AmB com beta ciclodextrina (BCD),
metil beta-ciclodextrina (ME-BCD), hidroxipropil beta-ciclodextrina (HP-BCD) e sulfobutil
éter beta-ciclodextrina (SB-BCD), tendo a SB-BCD um efeito predominante concordando com
os valores das constantes de estabilidade encontrados de 11,82; 40,40; 919,8 e 5047 Mt
respectivamente. A incorporagdo de AmB nos sistemas bindrios contendo ME e CDs foi mais
eficaz sendo de 2,41; 2,81; 3,24 e 4,38 mg/mL para BCD, ME-BCD, HP-BCD e SB-BCD
respectivamente. A andlise termogravimétrica demonstrou uma forte interacdo entre o
farmaco e as CDs estudadas, sugerido real formacdo de complexos de inclusdo sugerindo
ainda que a ME:AmB proporciona uma maior protecdo do firmaco contra temperaturas
elevadas diminuindo a possibilidade de degradacdo. A DRX e RMN evidenciaram também a
presenca de AmB nos complexos obtidos. Os estudos de liberacdo mostraram um
prolongamento do tempo de liberacdo num estudo de 12h para os sistemas
microemulsionados sem as CDs sendo exacerbado pela sua presenca, seguindo a mesma
relacdo supracitada sendo aumentado substancialmente em relacdo ao farmaco livre e a forma
comercial Anforicin®.Conclui-se dessa forma que os sistemas estudados apresentam-se
promissores na veiculacdo e liberacdo prolongada de AmB.

Palavras-chave: anfotericina B, sistemas microemulsionados, ciclodextrinas, sistemas de
liberacao.
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Abstract

ABSTRACT

The fungal infections treatment imposes many difficulties mainly because the intravenous
therapy requires administration of solubilized or dispersed drug in particles of smaller
dimension beyond the need for hospitalization. Despite its low solubility and serious adverse
effects the amphotericin B (AmB) remains one of the most effective antibiotics to the
treatment. Microemulsions allow circumvent these problems and provide oral administration.
Therefore these lipid formulations containing AmB have been increasingly studied.
Additionally, the formation of inclusion complexes with cyclodextrins (CDs) has also been
promising in developing new dosage forms. In this work the formation parameters of
microemulsions (MEs) containing soybean phosphatidylcholine (FS), Tween-20 (Tw) and
sodium oleate (SO) as surfactant and cholesterol (CHO) as oil phase and the formation of
inclusion complexes with different CDs derivatives and their incorporation into MEs were
studied. The pseudo ternary phase diagram was built in order to characterize MEs. The
rheological behavior and internal structure were evaluated and characterized by dynamic light
scattering. The effect of the proportion of surfactant and oil phase in the diameter of the
internal phase in systems with or without AmB was evaluated. Therefore the contribution of
the oil phase and surfactant in the drug loading eficience was studied. The Solubility diagram
of AmB in CDs was developed and its stability constants determined. The preparation of ME
containing CDs in its aqueous phase, the incorporation AmB parameters and the release
studies were performed followed by thermal analysis, x-ray (XRD) diffraction and nuclear
magnetic resonance (NMR). The results reveal the MEs formation in regions containing up to
30% surfactant and about 11% of the oil phase. Under polarized light, the interest systems
showed a dark background and lamellar structure and pseudoplastic with thixotropy
predominantly behavior. The AmB maximum incorporation in MEs was dependent on the
surfactant and oil phase ratio with 2.37 and 2.34 mg/mL respectively. The droplets average
diameter was increased by the AmB incorporation in all samples. However, when the
proportion of surfactant in MEs containing or not AmB increased, these diameters
decreased. It was also observed an AmB interaction increased with CD, ME-BCD, HP-BCD
and SB-BCD, having the SB-BCD the predominant effect, which is in agreement with the
stability constants values found of 11.82, 40.40, 919.8 and 5047 M™'. The AmB incorporation
in binary systems containing MEs:CDs was more efficient being 2,41; 2,81; 3,24 e 4,38
mg/mL to BCD, ME-BCD, HP-BCD e SB-BCD respectively. Thermogravimetric analysis
showed a strong interaction between the drug and the studied CDs respectively suggesting
that the existence of inclusion complexes formation. Additionally ME:AmB provides greater
protection of the drug against high temperatures reducing the possibility of degradation. The
NMR and XRD also showed the presence of AmB in the obtained complexes. The release
studies showed a time release prolongation in 12 hours of study for the ME systems without
the CD being exacerbated by its presence following the same relation mentioned above being
increased substantially relative to free drug trade and the commercial form anforicin®. It
follows thatso that the systems studied presents promising in the AmB transport and
sustained release.

Keywords: amphotericin B, microemulsion systems, cyclodextrins, delivery systems
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1. INTRODUCAO

A freqiiéncia de infec¢des fungicas invasivas (IFIs) tem se elevado marcadamente com
o aumento de pacientes de alto risco, sendo essas, importante causa de mortalidade. Os
patégenos estdo se tornando cada vez mais resistentes e as opcdes terapéuticas atuais incluem
limitag¢des relacionadas a espectro inadequado de atividade, falta de eficacia, pequeno indice
de tolerancia, interacdes com outros farmacos, perfil farmacocinético inadequado, alta
toxicidade e custo excessivo (REX, 2009; MUNOZ et al., 2008). A elevada toxicidade e a
introducdo de antifiingicos azdlicos sist€émicos, a poténcia, o espectro de acdo e os quase 50
anos de experiéncia clinica t€ém assegurado que a anfotericina B (AmB) seja atualmente o
farmaco de escolha no tratamento da maioria das IFIs que acometem pacientes
imunocomprometidos (FILLIPIN et al., 2006).

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 associagdo de moléculas do farmaco, capaz de induzir
modifica¢des na permeabilidade da membrana, é a rota através da qual os constituintes da
célula do microrganismo sdo perdidos, levando ao desequilibrio osmético e morte celular
(GAGOS et al., 2008). A AmB possui alta afinidade pelas membranas bioldgicas, resultando
em ligacdo com os esterdis, o que € responsédvel pela sua acdo antifingica (INSELMANN et
al.,, 2002; LUMBERAS et al., 2007). Entretanto, ela pode se auto-associar e agregar e, em
solucdo aquosa, formar uma mistura de mondmeros e agregados insolidveis e soldveis. Em
relacdo as formas agregadas de AmB duas sdo bem definidas: oligbmeros soliveis em 4dgua e
agregados ndo soldveis. Claramente os oligdmeros soldveis sdo as formas mais téxicas da
AmB (ESPADA et al., 2008). A sua seletividade com as membranas celulares do fungo é

também dependente desse estado de agregacdo (ARAUJO, 2005; MINONES et al., 2005).
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A literatura tem fundamentado indmeros trabalhos para a melhoria das formulacoes de
AmB que sejam mais eficazes, mais tolerdveis e menos téxicas em particular menos
nefrotéxicos que a forma comercialmente disponivel no mercado, uma vez que os rins sdo
considerados o maior alvo desse efeito téxico (FILIPPIN, 2006; LANIADO-LABORIN et al.,
2009).

As formulagdes convencionais comercialmente utilizadas, denominadas Fungizon® e

Anforicin®

constituem-se de AmB, e desoxicolato de s6dio (DOC) em tampao fosfato. O
DOC ¢é empregado para solubilizacdo da AmB, entretanto o sistema ndo é homogéneo,
podendo apresentar em sua constituicdo trés formas diferentes: monomérica, oligomérica e
agregados de AmB-DOC misturados com micelas puras de DOC (FILLIPIN et al., 2006).
Este medicamento é administrado via intravenosa e sua eficdcia clinica é limitada pela
toxicidade e efeitos adversos ja conhecidos da AmB (HARTSEL et al., 2001; MORENO et
al., 2001; FUKUI et al., 2003), além de problemas como baixa aceitacdo de pacientes devido
a hospitalizacdo e altos custos. Estudos revelam que a terapia medicamentosa dessas
patologias oportunistas tratadas distantes do ambiente hospitalar oferece muitas vantagens
psicoldgicas e econdmicas ao paciente (SHAO et al., 2007).
Nesse sentido, uma nova abordagem em torno da terapia para IFIs tem sido avaliada e
o arsenal terapéutico tem sido enriquecido apés muitos anos de estudo (MUNOZ et al., 2008).
Além desse fato, o histérico da patologia associado aos tratamentos convencionais, t€m
conduzido a necessidade do estudo de novas formulagdes para administracio oral do foirmaco
(FUKUTI et al., 2003).
Segundo Larabi et al (2004) sistemas lipidicos tém maior habilidade na retencdo da
molécula da AmB do que micelas de tensoativos além de liberarem o firmaco lentamente na

forma de mondmeros, reduzindo a toxicidade para as células humanas. A solubilizacdo de

farmacos em agregados supramoleculares tais como microemulsdes (MEs) é uma alternativa
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importante € muito relevante na pesquisa farmacéutica, por associarem-se aos farmacos
reduzindo sua toxicidade e biodisponibilidade modificada (CORREA et al., 2005).

MEs sdo descritas como dispersdes coloidais transparentes de dgua e substincias
graxas, as quais se formam espontaneamente quando compostos anfifilicos sdo adicionados
(BAYRAK et al., 2005). O desenvolvimento desses sistemas visa obter solubilizagdo maxima
da fase interna oleosa e nesse processo a formacdo de goticulas de didmetros muito pequenos
leva a um aumento da 4rea superficial e um grande aumento de energia livre adsorvida na
interface a qual € necessdria para estabilizar os sistemas (OLIVEIRA et al., 2009).

Adicionalmente as vantagens oferecidas pelas MEs, a encapsulacio monomolecular
pela formacao de complexos de inclusdo também tem sido promissoras no desenvolvimento
de novas formas farmacéuticas. Geralmente a inclusdo monomolecular envolve a
conformacdo espacial de uma tnica molécula na cavidade de uma molécula héspede sem que
qualquer ligacdo covalente seja formada. Ciclodextrinas (CDs) sdo conhecidas por formar
complexos de inclusdo com uma variedade de moléculas, tanto em solucdo como no estado
solido, no qual o meio hidrofébico da cavidade da CD circunda a molécula héspede. Isso leva
a alteracdes fisicas, quimicas e bioldgicas da molécula e podem eventualmente apresentar
grande potencial farmacéutico (RIBEIRO et al., 2003).

A estrutura molecular desses derivados de glicose gera uma superficie externa
hidrofilica e uma cavidade interior hidrofébica. CDs podem interagir com moléculas de
tamanhos apropriados para formar complexos de inclusio (SPAMER et al., 2002). Esses
complexos oferecem uma série de vantagens fisico-quimicas incluindo a possibilidade de
aumentar a solubilidade em 4gua, a estabilidade de solucdes e biodisponibilidade.

Por uma série de razdes, tais como prego, disponibilidade e dimensdes da cavidade, -
CD € a mais utilizada. Entretanto, sua solubilidade em 4gua (e baixa solubilidade na maioria

de complexos) é uma séria barreira em sua utilizacdo. Para vencer essas dificuldades,
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modifica¢des quimicas tém sido feitas no sentido de melhorar e expandir as funcionalidades
das CDs (RIBEIRO et al., 2003). Consideracdes especiais sobre o uso de CDs por via oral no
controle da liberagdo estdo relacionadas a sua conformagdo tipicamente adequada para
liberacdo através de por¢des do trato gastrintestinal (TGI).

Alguns autores relatam aumento da solubilidade aquosa de farmacos com compostos
derivados de PCDs, tais como 2-hidroxypropil-pB-ciclodextrinas (HP-CD), Metil-f-
ciclodextrinas (ME-BCD), sulfobutiléter-B-ciclodextrinas (SB-BCD). Esses derivados de B-CD
apresentam aumento na seguranga e nas propriedades de solubilidade comparadas a -CD
(SPAMER et al., 2002).

Diante dos fatos citados incluindo o fato da alta toxicidade da AmB, do estado de
agregacdo ser um fator limitante para sua toxicidade e absorcdo aliado as potencialidades de
sistemas de liberacdo prolongada tais como MEs e CDs, estudos nesse sentido merecem

atencdo especial visando o desenvolvimento de novas formulacdes que se somardo as opgoes

atualmente disponiveis para a terapéutica antifingica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Os fungos sdo extensivamente conhecidos como os patégenos mais encontrados em
pacientes em condicOes criticas de saude, sendo Candida spp. € Cryptococcus spp. 0s mais
freqiientemente isolados. Filamentos de fungos isolados também muito encontrados sdo
Aspergilus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Penicillium spp. e Zigomicetos. Muitas
razdes tém sido propostas para justificar o aumento das infec¢des invasivas causadas por
fungos incluindo o uso de agentes antineopldsicos e imunossupressores, antibidticos de amplo
espectro, dispositivos implantdveis e catéteres, além de cirurgias mais agressivas. Dentre
essas, aquelas que envolvem pacientes com queimaduras, neutropenia, HIV e pancreatite, os
quais também estao predispostos a essas infeccoes (ENOCH et al., 2006).

A introdugdo de agentes imunossupressores de nova geragcao resultou no surgimento de
um novo grupo de pacientes que apresentam alto risco para o desenvolvimento de infec¢des
fingicas, tais como aqueles acometidos por artrite reumatdide e colites (OSTERMANN &
BRYAN, 2007).

Nesse sentido, as principais limitacdes das opgdes terapéuticas atuais incluem espectro
inadequado de atividade, falta de eficicia devido a resisténcia crescente, pequeno indice de
tolerdncia, interagdes com outros farmacos, perfil farmacocinético inadequado, alta toxicidade
e custo excessivo. Sendo assim, o antiftingico ideal deve ter um amplo espectro de atividade,
acdo fungicida ao invés de fungiostatica, estar disponivel em formulacdes oral e parenteral,
causar poucas interagdes medicamentosas, ser seguro em doses eficazes, ser custo-efetivo e
estavel a resisténcia microbiana. O desenvolvimento de um agente antifingico ainda é um
desafio uma vez que hd poucos alvos potenciais de acdo que nio sejam compartilhados pelo
fungo e a espécie humana (REX, 2009).

Cerca de uma década passada, pacientes com desordens hematoldgicas sofreram

algumas conseqiiéncias em relagdo ao aumento na incidéncia de infec¢des flngicas as quais se
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tornaram fatais em 70% dos casos e o agente mais efetivo, a AmB convencional foi
inaceitavelmente téxica (HANN et al., 2001). A elevada toxicidade e a introducdo de
antiftingicos azdlicos sistemicos (DISMUKES, 2000), a poténcia, o espectro de agdo e os
quase 50 anos de experiéncia clinica t€ém assegurado que a AmB seja atualmente o fAirmaco de
escolha no tratamento da maioria das micoses sistémicas que acometem pacientes
imunocomprometidos (FILLIPIN et al., 2006).

A AmB (Figura 1) (3-(4-amino-3,5-diidroxi-6-metil-oxan-2-il) oxi 9, 25, 27, 30, 31,
33, 35, 37 octahidroxi-18, 20, 21-trimetil — 23 — 0 x 0 - 22 39-dioxabiclico [33.3.1]
nonatriaconta-4, 6, 8, 10, 12, 14, 16-heptan-38-carboxilic dcido) (CORDONNIER et al., 2008,
ESPOSITO et al., 2003; HEREC et al., 2005) tem seu nome derivado da caracteristica
anfotérica de sua estrutura molecular, formando tanto sais soliiveis em meio acido como em
meio basico (FILIPPIN, et al., 2006). Sua estrutura molecular é caracterizada pelos organicos
carboxila e amino, cujos valores de pKa sdo de 5,5 e 10 sendo também anfifilica por
apresentar uma extremidade polar e outra apolar, assemelhando-se aos fosfolipidios,
colesterol (CHO) e ergosterol (ER) das membranas celulares (BEKERSKY et al., 1999;
COHEN, 1998; TIPHINE et al., 1999., FILIPPIN et al., 2006), o que resulta em excelente
acdo antifingica (INSELMANN et al., 2002; LUMBRERAS et al, 2003). Apresenta-se
como um soélido em pé de coloragdo amarelo alaranjado, sensivel ao calor e a luz e se torna
inativa em baixos valores de pH podendo, dessa forma, ser degradada. Possui cadeia
carbdnica complexa, cuja férmula estrutural € C47;H73NO;7 e massa molecular 924,09 g/mol. A
AmB apresenta baixa solubilidade na maioria dos solventes exceto em relacdo ao
dimetilsulf6xido (DMSO) e a dimetilformamida, é praticamente insolivel em solucdes
aquosas de pH neutro. Relativamente a dgua, pode-se inferir que sua solubilidade pode ser

aumentada pela adicdo de lauril sulfato de sédio ou desoxicolato de s6dio (DOC). A AmB

Cristina Maria Franzini



Revisdo da literatura 23

também se dissolve em vesiculas de lecitina e colesterol e em esterdides constituintes de

membranas naturais (FILIPPIN et al., 2006).

Figura 1: estrutura quimica da anfotericina B

A Figura 1 ilustra a estrutura quimica da AmB. A mesma contém 37 dtomos de
carbono formando um anel macrociclico fechado por lactonizagio; possui uma cadeia de
duplas ligagdes conjugadas ndo substituidas (heptaeno) e, na por¢do oposta, uma cadeia
polihidroxilada com sete grupos hidroxila livres o que lhe confere caracteristica anfipatica.
Em uma das suas extremidades, encontra-se um residuo micosamina (lactona) com um grupo
amino livre, formando uma cadeia lateral. A molécula tem aproximadamente 24 A de
comprimento (FILIPPIN et al., 2006).

Os macrolideos poliénicos, como a AmB, possuem alta afinidade pelas membranas
biolégicas, resultando em ligacdo com os esterdis, o que é responsivel pela sua acdo
antifingica (INSELMANN et al., 2002; LUMBRERAS et al., 2007). As ligacdes entre os
esterdis das membranas celulares humanas tais como o CHO e dos fungos tais como o ER e a
AmB (Figura 2) ocorrem através de ligacdes de hidrogénio (entre a hidroxila dos esterdis e a
carboxila da molécula de AmB) ou através de forcas de Van der Walls, sendo esta entre a

cadeia lateral do ergosterol (dupla ligacdo do carbono 22) e o farmaco. J4 no CHO, a dupla
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ligacdo ndo estd presente, o que a torna uma molécula mais flexivel e dificulta o seu contato

intermolecular com os macrolidios (ARAUJO, 2005).

HsC

HO o

A B

Figura 2: Estruturas quimicas do Esgosterol (A) e CHO (B)

O efeito da AmB nas biomembranas estd diretamente associado a formacdo de poros
transmembrana que sdo hdbeis em afetar severamente o transporte fisioldgico de ions. Essa
alteracdo da permeabilidade celular pode levar a despolarizacdo e dessa forma causar efeitos
na membrana aumentando sua permeabilidade (LANIADO-LABORIN et al., 2009).

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
(Figura 3). O canal entdo criado por essa associacdo de moléculas do farmaco, capaz de
induzir modificagdes na permeabilidade da membrana, é a rota através da qual os
constituintes da célula do microrganismo sdo perdidos, levando a uma perturbacdo do

metabolismo, desequilibrio osmético e morte celular (GAGOS et al., 2008).
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Figura 3: Formacio de poros pela AmB na bicamada lipidica das membranas celulares

Estudos realizados em 1986 e 1994 por pesquisadores demonstraram que em baixas
concentragdes esse farmaco produzia perda de 98% do conteudo intracelular (FILIPPIN, et
al., 2006).

A literatura tem fundamentado indmeros trabalhos para a melhoria das formulacdes de
AmB. A principal motivacido para o desenvolvimento dessas formulagdes € a necessidade da
descoberta de sistemas que tornem a AmB mais eficaz, mais tolerdvel e menos téxica, em
particular menos nefrotoxica que AmB-desoxicolato, que é a forma comercial normalmente
disponivel no mercado, uma vez que os rins sdo considerados o maior alvo desse efeito
téxico. Esses efeitos adversos toxicos podem prevalecer sobre o efeito terapéutico, assim a
severidade e a freqiiéncia de danos renais sdo tais que a toxicidade, sendo maior que o
beneficio de seu efeito, determina a dose do firmaco que deve ser administrada. Estes danos
renais podem se manifestar através de varios mecanismos. O mais comum relaciona-se ao
aumento dos niveis de creatinina sérica causada por vasoconstricdo das arteriolas aferentes. A
presenca de desoxicolato em formulacdes contendo AmB pode ser responsédvel pelo aumento
da nefrotoxicidade em comparacdo com formulagdes lipidicas do farmaco onde esse material
ndo estd presente. Esse dano renal provoca hipocalemia e hipomagnesemia e de maneira

menos significativa diminuicdo de bicarbonato e aminoidcidos. Outros efeitos adversos
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inerentes ao farmaco sdo nduseas, anemia, calafrios, febre, cardiotoxicidade, tromboflebites,
hipotensao, dor de cabeca e taquicardia. Além disso, observam-se alguns efeitos t6xicos sobre
a medula Ossea (anemia, leucopenia e trombocitopenia) quando sido associados com
administracdes repetidas (LANIADO-LABORIN et al., 2009; FILIPPIN et al., 2006).

As formulagdes convencionais comercialmente utilizadas, denominadas Fungizon® e

Anforicin®

constituem-se de 50 mg de AmB, aproximadamente 41 mg de DOC e 20,2 mg de
tampao fosfato. O DOC é empregado para solubilizacdo da AmB, entretanto o sistema ndo é
homogéneo, podendo apresentar em sua constituicdo trés formas diferentes: monomérica,
oligomérica e agregados de AmB-DOC misturados com micelas puras de DOC (FILLIPIN et
al., 2006). Este medicamento apresenta-se na forma soélida em pé liofilizado para
reconstitui¢do administrado via intravenosa. A eficdcia clinica do Fungizon® é limitada pela
toxicidade e efeitos adversos ja conhecidos da AmB que se desenvolvem apds vdrias semanas
de tratamento (HARTSEL et al., 2001; MORENO et al., 2001; FUKUI et al., 2003).

Devido a sua natureza anfipatica a AmB pode se auto associar e agregar e em solugdo
aquosa formar uma mistura de mondmeros e agregados soliveis e insoldveis. A forma
monomérica solivel é usualmente descrita como a forma menos téxica. Em relacdo as formas
agregadas de AmB duas sao bem definidas: oligdmeros soliveis em agua e agregados nao
soliveis. Claramente os oligbmeros soldveis sdo as formas mais téxicas da AmB (ESPADA

et al., 2008). A sua seletividade com as membranas celulares do fungo € também dependente

desse estado de agregacao (ARAIjJO, 2005; MINONES et al., 2005).

Estudos demonstraram que somente quando uma concentracao critica da AmB alcanca
e atravessa as membranas suas moléculas se unem para formar canais aquosos juntamente
com os esteréis (VENEGAS et al.,, 2003, COREN, 1998, MINONES et al., 2005). A
proporc¢do relativa destas formas € concentracdo dependente. A solubilidade e o estado de

agregacdao da AmB em meio aquoso sdo bem caracterizados. Em meio aquoso o espectro de
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absor¢ao de UV-Vis € dependente da concentracio. A AmB se apresenta na forma de
mondmeros apenas em concentracdes abaixo de 107 'molL”. Quando em concentracdes
acima de 10”’mol.L", a AmB sofre um complicado processo de auto-agregacio e formacao
de dimeros, oligdmeros soldveis e em concentracdes acima de 10~ mol.L ™", agregados
insoliiveis sdo observados. E dessa forma conhecido que o estado de agregacio da AmB
determina a seletividade por colesterol/ergosterol assim como nas membranas (VIJAN et al.,

2009).

Em baixas concentracdes (menores que 5x10"mol.L™"), o espectro de absor¢cdo de UV
de uma solugdo aquosa apresenta quatro bandas entre 420 e 320nm. A forma monomérica €
responsédvel pela banda em 405-409nm e € sua absorcio mdxima. Em contraste acima de
5x10”°mol.L" (moléculas agregadas), uma nova banda é observada em torno de 340nm. Essas

bandas sdo caracteristicas das mudancas no estado molecular da AmB devido a agregacdo,

responsével pela toxicidade do farmaco (MORENO 2001; VIJAN et al., 2009).

Em virtude da natureza anfipatica da AmB ela exibe baixa solubilidade e baixa
permeabilidade o que resulta em uma absorcao oral ineficaz (inferior a 5%) (LANIADO-
LABORIN et al., 2009), por isso as infeccdes sistémicas tem sido tratadas através de infusao
por via endovenosa, sendo necessarios cuidados especiais ao paciente, como hospitalizacdo
(BENNETT, 2003).

Uma abordagem importante em estudos recentes com o objetivo de diminuir a
toxicidade da AmB, € desenvolver formulacdes com a predominincia de formas multi
agregadas e ndo soldveis da mesma. Esses estudos se tornaram um desafio uma vez que a
mesma formulacio pode conter diferentes espécies presentes (ESPADA et al., 2008).

Muitos trabalhos foram desenvolvidos direcionados ao desenvolvimento de

preparagdes lipidicas como veiculo para firmacos. Lipossomas, emulsdes e outros sistemas ja
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téem sido utilizados (FUKUI et al., 2003). As formulacdes comercialmente disponiveis

contendo AmB e suas caracteristicas estruturais podem ser descritas (esquema 1).

* Pos liofilizados para reconstitui¢ao e administracdo EV

Fungizon®

Dispersao coloidal com desoxicolato de sédio

(Ambisome®) ABCD(Amphocil )
lipossoma dispersdo coloidal
Vesiculas unilamelares contendo FS + Complexo de sulfato sédico de colesterol + AmB
distearoilfosfatidilglicerol (DSPG) + (intercalada em firma circular)

colesterol+ AmB

LNS-AmB® ABLC(Abelcet ®)
complexo lipidico
Emulsio lipidica contendo lecitina de ovo Estruturas em fita contendo monocamadas de
e 6leo de soja fofolinidios(DMPC+DMPG) + AmB

Esquema 1: Formulagdes lipidicas comercialmente disponiveis

Fonte: FUKUI et al., 2003.

z

O Ambisone® é uma preparacdo lipossomal, constituida de vesiculas unilamelares
pequenas que estd no mercado desde 1997 (LASIC & PAPAHAJOPOULOS, 1998;
ROBINSON e NAHATA, 1999; VANDERMEULEN et al., 2006). E uma formulagio
liofilizada para reconstituicdo administrada através de infusio intravenosa. Sua formulacio
contém fosfatidilcolina de soja, distearoilfosfatidilglicerol (DSPG), colesterol e AmB na razao
molar 2:1: 0,8: 0,4 (HILLERY, 1997; BOSWELL et.al., 1998, VANDERMEULEN et al.,
2006).

A AmB liga-se a bicamada lipidica do lipossoma através da formacdo de um
complexo de cargas entre o grupamento amino do farmaco e o grupamento fosfato do DSPG,
formando canais, sendo que o nimero minimo de moléculas do foirmaco necessdrias para a

formagdo do canal é de 16 (HILLERY, 1997; LASIC & PAPAHAJOPOULOS, 1998).
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Relativamente ao Abelcet®, constituido de dipalmitoilfosfatidilcolina (DMPC) e
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), pode-se inferir que os mesmos sdo complexados com
AmB na razdo molar 7:3:10. A AmB nesse complexo lipidico contém estruturas na forma de
fita (ribbon like) cujo didmetro € aproximadamente 1-10um formando monocamadas estiveis
de farmaco:fosfolipidios. Nessa formulagdo, as moléculas de AmB também se intercalam com
os fosfolipidios, originando poros similares aos formados com esteréis em membranas
fingicas e AmB em lipossomas (HOOSHMAND-RAD et al., 2005; BOSWELL et al., 1998;
BEKERSKY et. al., 1999; ROBINSON e NAHATA, 1999; TIPHINE et al., 1999; LARABI
et al., 2004).

Devido ao grande tamanho do complexo, o mesmo sai rapidamente da circulacdo via
sistema reticulo endotelial e no macréfago as fosfolipases quebram as estruturas lipidicas,
liberando o farmaco para o sitio de infec¢do. Esse efeito pode diminuir a nefrotoxicidade
(ROBINSON & NAHATA, 1999).

Amphocil® é um complexo lipidico estivel de AmB e sulfato de colesterol na razio
molar 1:1, onde as moléculas estdo intercaladas em um arranjo multimérico. Os dois
componentes formam uma dispersdo coloidal contendo particulas na forma de discos com
didmetro de 122nm e espessura de 4nm. Essas estruturas ndo apresentam um compartimento
aquoso central, como no caso de lipossomas, uma vez que a associacdo com sulfato de
colesterol torna a bicamada lipidica mais rigida impedindo a sua curvatura e, portanto a
formagdo de estruturas fechadas. (HILLERY, 1997; BOSWELL et al., 1998; BEKERSKY et.
al., 1999; ROBINSON e NAHATA, 1999). Dessa forma, uma das estratégias para diminuir a
toxicidade do farmaco é desenvolver novos derivados ou formulagdes que diminuam a

agregacdo ou produzam agregados menos toxicos.
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Estudos revelaram que sistemas lipidicos t€ém maior habilidade na retencao da molécula
da AmB do que micelas de tensoativos além de liberarem o firmaco lentamente na forma de
monodmeros, reduzindo a toxicidade para as células humanas (LARABI et al., 2004).

A utilizacdo de substincias ativas insoliveis em 4dgua, bem como em substincias
apolares é uma problema em formula¢des farmacéuticas ou cosméticas. Na verdade, as
formas farmacéuticas mais utilizadas em aplica¢des farmacéuticas sdo a base de dgua, o que
severamente limita a escolha das formulacdes disponiveis. Obviamente, a substancia ativa é
apresentada como uma solucdo aquosa quando € solivel em agua. Alternativamente, a
substancia ativa é encapsulada em uma forma farmacéutica, seja solubilizada no interior de
uma formulagdo ou incorporada em goticulas de um sistema emulsionado. Substancias
anfifilicas, as quais sdo soliiveis tanto em meio polar quanto apolar também apresentam
limitagdes quanto aos solventes organicos que podem solubiliza-las, os quais ndo podem ser
utilizados na maioria das aplicagcdes (NOOMEN et al., 2008).

A solubilizacao em agregados supramoleculares tais como micelas, MEs e lipossomas
€ uma alternativa importante. Agregados supramoleculares s@o relevantes na pesquisa
farmacéutica, por associarem-se aos firmacos reduzindo sua toxicidade e permitindo sua
biodisponibilidade modificada (CORREA et al., 2005).

Sistemas de liberagdo de farmacos tais como MEs tem sido propostos para aumentar a
absor¢do e o indice terapéutico de vérios farmacos (OLIVEIRA et al., 2004). Nos tdltimos
anos MEs tém gerado interesse considerdvel como sistemas potenciais para liberacdo de
farmacos. Um grande niimero de trabalhos tem sido publicados, os quais tém avaliado a
habilidade de MEs em contraste com sistemas de liberacdo como lipossomas, micelas,
emulsdes dentre outros (LAWRENCE, 2000).

MEs sdo misturas liquidas, isotrépicas de dgua, dleo e tensoativo, e freqiientemente

estdo combinadas com co-tensoativos e sdo transparentes além de termodinamicamente
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estdveis. Sua fase dispersa é geralmente lipofilica e age como potencial reservatério de
farmacos, os quais em contato com as membranas semipermeaveis podem facilitar o
transporte através dessas barreiras (ROGERIO et al., 2010).

Outras defini¢cdes para MEs as descrevem como dispersdes coloidais transparentes de
dgua e Oleo, as quais se formam espontaneamente quando compostos anfifilicos sio
adicionados (BAYRAK et al., 2005). Raman et al, 2003) as descreveu como liquidos de baixa
viscosidade, termodinamicamente estdveis constituidos de dois liquidos imisciveis sendo um
deles a dgua (A) e outro o dleo (O) que se tornam-se homogéneos quando adicionadas de
propor¢des adequadas de tensoativos co-tensoativos. MEs contém goticulas de dleo
geralmente com raios de até 100nm circundadas por moléculas de tensoativos e dispersas em
dgua (RAMAN et al., 2003).

O termo ME foi revisado vdrias vezes, e a definicio mais aceita descreve as MEs
como dispersdes coloidais de 4dgua e 6leo, estabilizadas por um tensoativo e por um co-
tensoativo quando necessdrio. Sdo opticamente transparentes ou semitransparentes,
termodinamicamente estdveis, apresentam particulas de tamanho menor que 1,0um, sendo,
portanto, passiveis de serem esterilizadas por filtracdo. Além disso, as microemulsdes
apresentam baixa viscosidade, possuem grande capacidade para o transporte de farmacos. A
grande estabilidade contra sedimentacdo ou cremeacdo, e geralmente contra floculacio e
coalescéncia é devida em partes as dimensdes micrométricas de suas goticulas
(LAMAALLANN et al., 2005).

ME:s sdo sistemas versateis para vdrias aplicacoes (TROTTA et al., 1999). As mesmas
facilitam a solubilizacdo de compostos apolares em meio aquoso e vice-versa demonstrando
se potencial na drea farmac€utica. MEs 6leo em dgua (O/A) aumentam a biodisponibilidade

de farmacos pouco soliveis em agua. Essa caracteristica pode estar associada a melhor
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absorcdo de fairmacos em nano transportadores, através do trato gastrintestinal em fungdo da
diminuicdo da degradacdo ou do metabolismo dos firmacos (ROGERIO et al., 2010).

Quanto as estruturas das MEs, as mesmas podem ser tais que os dominios de dleo
sejam envolvidos por uma regido continua de dgua (ME 6leo em 4gua), os dominios aquosos
sdo envolvidos por 6leo (ME 4dgua em 6leo) ou ainda estruturas, onde ambos os componentes
formam dominios continuos interpenetrantes, com nenhum dos dois rodeando o outro,
chamados de estruturas bicontinuas. As dimensdes caracteristicas de uma goticula de 6leo ou
dgua, bem como de um dominio bicontinuo, é da ordem de 10-100 nm, pequenas para padrdes
macroscopicos, mas grandes em escala molecular. Geralmente as MEs com goticulas de dleo
dispersas em 4dgua (O/A) ou de goticulas de dgua dispersas em 6leo (A/O) sdo obtidas com os
mesmos tensoativos, porém em diferentes proporcdes e em outra faixa de temperatura

(RAMAN et al., 2003). (Figura 4).

Microemulsiio A/O Microemulsio O/A

< P = Grupos polares
fiki
¥ ¥i iw - Grupos hidrocarbénicos

Estrutura bicontinua

Figura 4: Exemplos de estruturas auto-organizadas pela associa¢do de moléculas anfifilicas.
Representacdo esquematica da organizagdo de microemulsdes (A) e de mesofases liquido
cristalinas (B) compreendendo (1) fase lamelar, (2a) fase hexagonal e (2b) fase hexagonal

reversa.

Fontes: (CASTILLO, 2002 e EZRAHI et al, 1999)
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Enquanto as emulsdes sdo estabilizadas por agentes emulsivos comuns as
microemulsdes podem ser adicionadas de um co-tensoativo, cuja fungdo € diminuir a tensdo
interfacial para valores abaixo dos limites proporcionados pelo emulsivo comum. No entanto,
nos casos em que os tensoativos sdo capazes de cumprir integralmente essa funcdo, a presenca
dos co-tensoativos ndo € necessdria e a composi¢do da microemulsdo restringe-se aos outros
trés componentes (OLIVEIRA et al., 2004).

As teorias envolvidas na formagdo e estabilizacio de MEs sdo o filme interfacial, a
solubilizacdo dos tensoativos e a teoria termodinamica A formagao de MEs visa a combinacao
critica entre os componentes da formulagdo visando obter a solubilizacio maxima da fase
interna oleosa da fase dispersa. A ME possibilita a formacdo de goticulas muito pequenas,
levando a um aumento da drea superficial € uma superficie ativa para adsor¢do de energia
livre. Esse processo leva a uma grande diminui¢do da tensdo superficial estabilizando o
sistema. Uma possivel explicacdo para a teoria termodindmica é que MEs resultam de grande
energia livre adsorvida pelos tensoativos combinada com uma tensdo de superficie muito
baixa. (OLIVEIRA et al., 2009).

Alguns dos pontos de interesse pelas MEs que estimularam pesquisas sobre suas
estruturas, dindmica e interacdes referem-se ao fato de que suas goticulas podem ser
consideradas microreatores nos quais podem se processar reagdes quimicas confinadas em
pequenas regides. A restricdo das dimensdes das goticulas pode permitir o controle do
crescimento de particulas ou polimeros formados como produtos destas reacdes. Em MEs de
goticulas A/O, a fase aquosa pode servir como meio para solubilizacdo de reagentes
precursores de um produto de interesse que, posteriormente, sdo colocados em contato para

formacdo do produto desejado, ao se promover a coalescéncia dos dominios aquosos

(KAWACH]I, 2002).
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A possibilidade de formar microemulsdo depende do balango entre as propriedades
hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, que é determinada ndo somente pela sua estrutura
quimica, mas também por outros fatores como temperatura, forca idnica e a presenga de co-
tensoativo. A mistura de tensoativos com equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) adequado
proporciona a condi¢do méxima de solubilizacdo do 6leo e da dgua. Assim, a formacgdo da
microemulsdo geralmente envolve a combinacdo de trés a cinco componentes, tais como
tensoativo, fase aquosa, fase oleosa e, quando necessdrio, um co-tensoativo. Assim a
orientacdo para sistemas O/A ou A/O é dependente das propriedades fisico-quimicas do
tensoativo e do Oleo, da relagdo entre as proporgdes tensoativo/co-tensoativo e entre as
propor¢des dgua/dleo (FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004).

Os fosfolipidios como a fosfatidilcolina de soja (FS) (Figura 5) sdo muito utilizados no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. A FS é um tensoativo com grande
biocompatibilidade, independente da via de administracdo, apresentando biocompatibilidade,
sendo bastante utilizada em medicamentos administrado via oral (ABOOFAZELI et al.,
1994). Este é um dos principais tensoativos utilizados no preparo de microemulsdes
(VANDAMME, 2002). E considerada natural, sendo entdo rapidamente difundida na interface

6leo-dgua (CRUZ et al., 2001).
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Figura 5: Estrutura quimica da fosfatidilcolina de soja

R' e R? sdo 4cidos graxos idénticos ou diferentes
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MERTINS et al., 2008

Como co-tensoativo utilizado destaca-se o oleato de sédio (Figura 6). E classificado
como um tensoativo do tipo anidnico possuindo EHL igual a 18, sendo empregado como

agente solubilizante (LACHMAN et al., 2001).

Figura 6: Estrutura quimica do oleato de s6dio.

Fonte: FORMARIZ et al., 2008

A literatura também relata o efeito do CHO (ver Figura 2B) como fase oleosa nas
propriedades estruturais e termodindmicas de microemulsdes lipidicas (FORMARIZ et al.,
2008).

Estudos demonstraram que o aumento da concentracio de CHO no sistema favorece a
sua cristalizacdo, ocorrendo na forma de bicamadas lamelares, levando a uma estrutura com
menor mobilidade (STIDDER et al., 2005). O uso do CHO como fase oleosa pode modificar
profundamente a velocidade de liberagdo de fairmacos favorecendo o aumento da solubilidade
e o direcionamento para sitios especificos, diminuindo com isso a toxicidade e aumentando a
eficacia clinica de farmacos (AZEVEDO et al., 2005; PRETE et al., 2006; DIAS et al., 2007).

Adicionalmente as vantagens oferecidas pelas MEs, a encapsulacio monomolecular
pela formacao de complexos de inclusdo também tem sido promissores no desenvolvimento
de novas formas farmacéuticas. CDs podem ser produzidas pela transformacgao de cepas de

certas bactérias tais como Bacillus macerans (ASTRAY et al., 2009).
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Geralmente a inclusdo monomolecular envolve a conformacao espacial de uma tnica
molécula na cavidade de outra molécula héspede sem que qualquer ligacdo covalente seja
formada. CDs sdo conhecidas por formar complexos de inclusdao com uma variedade de
moléculas, tanto em solu¢cdo como em estado s6lido, no qual o meio hidrofébico da cavidade
da CD circunda a molécula hdéspede. Isso leva a alteracdes fisicas, quimicas e biolégicas da
molécula e podem eventualmente apresentar grande potencial farmacéutico (RIBEIRO et al.,
2003).

CDs s@o oligossacarideos ciclicos derivados de glicose contendo 6, 7, 8, 9, 10 ou mais
unidades de glucopiranose (YUAN et al., 2008). Devido a conformacdo dessas unidades, as
CDs apresentam-se em uma forma de cone truncado ou em forma de cilindro perfeito. Os
radicais OH sdo orientados para o exterior do cone com o0s grupos hidroxila primdrios dos
residuos do agticar na borda estreita do cone e os residuos secundarios nas extremidades mais
largas. As moléculas de carbono estdo alinhadas com a cavidade das CDs conferindo uma
caracteristica lipofilica nessa regido. Em solucdo aquosa os grupamentos OH formam ligacdes
de hidrogénio com as moléculas de dgua que a circundam, resultando em uma camada de
hidrata¢do em torno da molécula de CD dissolvida (BREWSTER & LOFTSSON, 2007).

Uma das condi¢des para que ocorra a complexacdo € que o tamanho da molécula a
ser encapsulada deve ser compativel com a cavidade da CD. A oCD ¢ utilizada
essencialmente para complexar moléculas pequenas ou cadeias laterais de moléculas grandes
tais como prostaglandinas; a BCD é muito utilizada para complexar moléculas contendo
massa molecular entre 200 a 800 g/mol e a »CD € mais utilizada na complexacdo de
moléculas de grande tamanho, como antibidticos macrolideos e esteréides (LOFTSSON e
BREWSER, 1996). Outra condicao € a polaridade da molécula encapsulada e sua competicao
com os demais compostos no meio. Os complexos inorginicos ndo sao, na sua maioria,

adequados para a complexacdo com CDs, embora existam algumas excecdes. Até 2007 foi

Cristina Maria Franzini



Revisdo da literatura 37

verificada a existéncia de aproximadamente 35 diferentes fairmacos disponiveis no mercado
em formulacdes constituidas de complexos de inclusdo com CDs. Desses, podem ser citados o
meloxican, o clordiazepdxido comprimidos, € nimesulida comprimidos sublinguais. Nesses
produtos farmacéuticos as CDs sdo agentes complexantes utilizados para aumentar a
solubilidade de farmacos fracamente soldveis e aumentar sua biodisponibilidade e
estabilidade. Além disso, CDs podem ser empregadas para reduzir ou prevenir irritacdo
gastrintestinal e ocular, reduzir ou eliminar odores ou sabores desagraddveis e ainda prevenir
interagdo entre firmacos ou de farmacos com excipientes (BREWSTER & LOFTSSON,
2007).

Por uma série de razdes, tais como custo, disponibilidade e dimensées da cavidade, a
BCD ¢é a mais utilizada, entretanto, sua solubilidade em 4gua é ainda uma barreira quando se
trata de sua inclusdo em produtos farmacéuticos. BCD € a CD mais ttil em funcdo do tamanho
médio das moléculas a serem solubilizadas ser adequado a dimensdo da sua cavidade,
entretanto sua capacidade de solubilizacdo € limitada devido a sua baixa solubilidade em 4dgua
(18,5g/L) (NOOMEN et al., 2008).

Para superar essas dificuldades, modificagdes quimicas t€m sido feitas no sentido de
melhorar e expandir as funcionalidades das CDs (RIBEIRO et al., 2003). Esses derivados sao
BCDs sinteticamente modificadas, com alta seguranca podendo ser utilizadas por diversas vias
incluindo a parenteral (JULLIAN et al., 2007 e 2008).

Consideracdes especiais sobre o uso de CDs por via oral no controle da liberagio estio
relacionadas a sua conformacdo tipicamente adequada para liberacdo através de por¢des do
trato gastrintestinal (TGI), porém as caracteristicas do meio (TGI) podem alterar a influéncia
que as CD possuem na solubilizagao de farmacos. Como a forma farmacéutica passa através
do TGI as mudancas do meio fisiolégico, tais como pH, conteido aquoso, sais biliares e

concentracdo, podem influenciar na cinética de dissolucdo e solubilidade de farmacos, CDs,
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assim como dos complexos. De maneira geral é conhecido que CDs formam complexos de
inclusdao (Figura 7) onde as moléculas de dgua localizadas dentro da cavidade central
lipofilica s@o substituidas por moléculas lipofilicas. Entretanto os grupos OH localizados em
sua superficie externa das CDs sdo hdbeis na formacgado de liga¢gdes de hidrogénio com outras
moléculas originando complexos soliveis em dgua com compostos lipofilicos insoliveis em

dgua (ASTRAY, 2009).

O
oo © O
O

OO
OO
O

Figura 7: Esquema da formacao de complexos de inclusio de p-xileno por uma CD

Fonte: ASTRAY et al., 2009.

Loftsson e Duchene (2007) citaram que substitui¢des de qualquer grupamento OH por
moléculas hidrofébicas tais como grupos metoxi resultam em drédstico aumento de sua
solubilidade aquosa. Posteriormente tornaram-se disponiveis CDs com derivados
hidroxipropil e sulfobutileter. Outros autores relatam aumento da solubilidade aquosa de
furosemida com compostos derivados de BCDs, tais como 2-hidroxypropil-B-ciclodextrinas
(HP-BCD) e sulfobutil éter-7-B-ciclodextrinas (SB-BCD). Esses derivados de BCD apresentam
aumento na seguranca e nas propriedades de solubilidade comparadas a BCD (SPAMER et
al., 2002; ROGERIO et al., 2010).

HP-BCD é uma CD alternativa para B, v e o CDs que apresenta aumento de
solubilidade em 4dgua. A mesma foi primeiramente CD aprovada pelo Food and Drug

Administration (FDA). Estruturalmente é preparada por reacdo com 6xido de propileno em
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solucdo aquosa alcalina. A alta concentracdo de dlcalis favorece alquilacio com O-6 e,
quando o meio estiver fracamente alcalino ocorre o favorecimento de alquilagio em O-2
(YUAN et al., 2008).

CDs hidrofilicas tais como HP-BCD e SB-BCD sdo consideradas nio téxicas em doses
moderadas via oral e endovenosa. HP-BCD € muito mais soliivel em dgua e menos téxica que
a BCD natural. A mesma pode ser encontrada em varias formula¢des farmac€uticas como a de
Itraconazol com dose via oral acima de 8g/dia e via endovenosa acima de 16h/dia. HP-BCD
tem apresentado boa tolerancia em humanos tendo como principal evento adverso diarréia em
concentragdes de 16 a 24g/dia por 14 dias. HP-BCD é quase que exclusivamente eliminada
por via renal via filtracdo glomerular (BREWSTER &LOFTSSON, 2007).

A Metil BCD € uma mistura de vérias moléculas de CDs parcialmente ou totalmente
metiladas com 11 substitui¢des de grupos OH. Elas diferem entre si ndo somente no nimero,
mas também na posi¢do dos grupamentos metil. Os grupamentos OH em Cg estdo totalmente
substituidos e em C, e C; parcialmente (LEGRAND, 2009).

SB-BCD ¢é um derivado polianidnico da BCD altamente solivel em dgua, com um
grau médio de substituicdo de sete. A habilidade de inclusdo da SB-BCD é geralmente maior
que a CD de origem devido a por¢ao butil hidrofébica que se estende a cavidade da CD

(RIBEIRO et al., 2003). A Figura 8 ilustra a estrutura geral da fCD e suas derivadas.
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Figura 8: Estrutura geral de BCD, e radicais das CDs derivadas HP-BCD, ME-BCD e SB-

BCD (JULLIAN et al., 2008).

H4 muitos anos j4 existe a introducao de medicamentos contendo CDs (Tabela 1).

Tabela 1: CDs disponiveis no mercado e seu tempo de permanéncia até os dias atuais.

Inicio Produto comercializado Mefce:(llrc))o(:r? 0s)
BCD 1970 Prostaglandina — Japao (Prostandin) 16
HP-BCD 1982 Itraconazol - USA (Sporaxox) 15
SB-BCD 1990 Voriconazol ~USA (Vfend) 12

Fonte: THOMPSON, 2006.
O potencial de complexagcdo conhecido para CDs € grande e inclui compostos tais
como cadeias alifdticas, aldeidos, cetonas, alcodis, dcidos organicos, gases, aminas e
compostos polares tais como oxidcidos. Devido a disponibilidade de grupos hidroxilicos
reativos multiplos, a funcionabilidade das CDs é aumentada por modificagcdes quimicas.

Através das modificagdes as aplicagdes das CDs s@o expandidas. CDs sdo modificadas através
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de substituicdo de grupos funcionais na face primaria ou secundaria da molécula (SINGH et
al., 2002).

Quanto a toxicidade pode-se inferir que este ¢ também um fator bastante relevante,
concluindo-se que quando administradas oralmente as ciclodextrinas mostram-se inofensivas,
devido a insignificante quantidade absorvida (SILVA, 2005 apud MORES & ZANIN, 2000).

Diversos estudos relatam o seu uso para aumentar a biodisponibilidade oral de
compostos ativos (CARRIER et al., 2007). Nesses sdo empregados CDs naturais € CDs
derivadas e vérios tipos de veiculos, varias concentragdes e varias razdes farmaco:CD. Efeitos
positivos t€m sido observados na maioria dos casos. Tipicamente, o complexo ou mistura
fisica de farmaco e ciclodextrina € dosado e o resultado dos pardmetros farmacocinéticos é
comparado com aqueles resultados relacionados com o farmaco ndo complexado ou em
formulacdes comerciais (SINGH et al., 2002; SPAMER et al., 2002; CARRIER et al., 2007).

Complexos de inclusdo sdo formados parcialmente na interface por intera¢do de 4cidos
graxos da cadeia de triglicérides. Essa molécula constitui um agente ativo de superficie. A
ciclodextrina se liga a uma cadeia de dcido graxo e € orientada para a fase aquosa enquanto os
acidos graxos sdo orientados para a fase oleosa. Isso explica o papel estabilizador das CDs em
emulsdes. Dependendo do tipo de acido graxo uma, duas ou mais CDs podem interagir
(DUCHENE et al., 2003).

Ha alguns requisitos para a formac¢ao de complexos de inclusdo, dentre eles podem ser
citados a constante de estabilidade e a toxicidade. A constante de estabilidade do complexo de
inclusdo (Ks) ou constante de equilibrio indica se a molécula estd mais associada (protegida
no interior da cavidade da CD) ou dissociada (livre em solu¢do). Seu valor numérico é
diretamente proporcional a associagdo da molécula héspede no interior da CD. Este € um
pardmetro importante na avaliacdo da afinidade e para o grau de ligacdo das moléculas com a

CD (BREWSTER & LOFTSSON, 2007).
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Segundo Higuchi & Connors (1965) um método freqiientemente usado para a
determinagdo da Ks € a constru¢ao de um diagrama de solubilidade de fases.
Dependendo do nidmero de ciclodextrinas envolvidas na formacdo do complexo,

poderd haver a formacao de dois tipos de constantes:

(K1)
CD +Flivrie — CD/Fcomplexo

(K>)
CD/Fcomplexo + CD livie  +—=  CDy/Fcomplexo
A formagao de complexos de inclusdo ocorre através de dois tipos de interagdo:
(1) Criagdo de ligagdes de hidrogénio entre os grupos carboxilicos das cadeias
dos 4cidos graxos e a hidroxila na posi¢do 6 da CD;
2) Criacdo de interagdes hidrofébicas entre a cadeia de dcidos graxos a

cavidade da CD (DUCHENE et al., 2003).

CDs formam complexos de inclusio com substincias com tamanho, polaridade e
forma geométrica compativeis com a dimensdo de sua cavidade. Alternativas para a formacdo
de complexos com moléculas significativamente maiores que sua cavidade, poderdo ocorrer
pela interacdo parcial do hdéspede ou mediante a formacdo de complexos ciclodextrina-
héspede de estequiometria diferente de 1:1. Conforme Figura 9, os complexos de inclusdo sao

classificados em:
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Figura 9 - Principais tipos de complexos de inclusdo
Fonte: WENZ, 1994.

* Completa: quando a molécula héspede € de tamanho pequeno e entra totalmente na cavidade
da ciclodextrina (Figura 9 a).

* Parcial: quando a molécula somente entra parcialmente na cavidade da ciclodextrina (Figura
9¢).

* Axial: quando a molécula héspede € de tamanho longo e estreito e se estende através do eixo
mediano da ciclodextrina (Figura 9 b).

* Tipo “sandwich”: quando a molécula héspede € muito grande e necessita de duas moléculas
de ciclodextrina para formar o complexo (Figura 9 d).

* Complexos de estequiometria superior: sdo exemplificados pela inclusdo 1: 2, onde duas
moléculas hoéspedes interagem com uma ciclodextrina (Figura 9 e) ou duas moléculas

héspedes para duas ciclodextrinas (Figura 9 f). (WENZ, 1994).

CDs ndo sdo meramente grupos de excipientes, mas sdo ferramentas tecnoldgicas que
podem proporcionar modificacdes quimicas. As mesmas tém demonstrado utilidades
tecnolégicas como modificadores de microambientes por solucionarem uma série de
problemas atuais no que se referem a sua atuacdo como agentes quelantes moleculares de

importante crescimento na 4rea alimenticia, de medicamentos, agricultura e técnicas
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cromatograficas. A versatilidade das CDs e CDs modificadas estd demonstrada em sua faixa
de aplicacdes para cosméticos, farmacos e alimentos (LEGRAND et al., 2009).

Trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram a habilidade de BCD
para a formacdo de complexos de inclusdo com AmB. Foi realizada a complexagido de fCD
com AmB em concentragdes 5x10°mol.L"' em solugcdo tampdo fosfato SOmM pH 7.4 e
mostrou a presenga de formas auto-associadas assim como a presenga de mondmeros. Quando
a AmB na mesma concentragdo (5x10° mol.L™) foi incorporada a solucio de fCD 13mmol.L"

ocorreu uma mudanca hipsocrdmica na banda correspondente a presenca de formas
agregadas para bandas correspondentes as formas monoméricas (FRANZINI, 2006). Esse fato
sugere a complexacdo do fairmaco com a CD e a presenca de mondmeros na formulacdo, os
quais sdo conhecidos por apresentarem menor toxicidade. Concluimos dessa forma que a
AmB complexada em BCD seleciona formas monoméricas do farmaco, porém apenas
parcialmente.

Noomen (2008) e colaboradores citaram a dificuldade de desenvolver formulagao de
griseofulvina, um agente antifiingico. A solubilizacdo com o uso de tensoativos ¢ limitada
além da concentracdo desse composto ser alta o que causa problemas de tolerancia.
Solubilizacao em sistemas biocompativeis tais como nanoparticulas de poliéster foi avaliada e
resultou em encapsulacdo limitada de farmaco. A solubilizacdo com CDs foi uma alternativa
mais interessante, pois mostrou que é possivel formar complexos de inclusdo com esse
farmaco. Outro antifingico de cadeia que foi estudado foi a AmB que possui uma cadeia
extensa e mostrou habilidade na formacao de complexos de inclusdo com y-CD.

Chakraborty e Naik em 2003 estudaram a complexacdo de AmB com SB-BCD e HP-
BCD e sua introdu¢do em lipossomas. Foi constatado nesse estudo que as CDs citadas

protegeram de forma mais efetiva o farmaco contra efeitos destrutivos da sua interacdo com
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as lipoproteinas e células de membrana humana quando inserida na cavidade dessas CDs
modificadas.

Considerando os fatos citados nesse trabalho incluindo o fato da alta toxicidade da
AmB, do estado de agregacdo ser um fator limitante para sua toxidade e absorcdo aliado as
potencialidades de sistemas de liberacdo prolongada tais como MEs, lipossomas,
ciclodextrinas entre outros, estudos nesse sentido merecem atencdo especial visando o
desenvolvimento de novas formulacdes que se somardo as opg¢des atualmente disponiveis para

a terapéutica antifingica
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL:

O presente estudo tem por objetivo a obten¢do de complexos de inclusdo de AmB
com derivados de BCD e proceder a sua incorporacdo de ME lipidicas biocompativeis com o

intuito de melhorar a solubilidade e diminuir a toxicidade do farmaco.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Esse trabalho tem por objetivos:

Desenvolver sistemas de liberagdo microemulsionados para administracdo oral de
AmB utilizando fosfatidilcolina de soja, oleato de sédio e Tween-20 como tensoativos,
colesterol como fase oleosa e tampao aquoso;

Desenvolver um complexo AmB:CDs

Proceder a incorporagdo do complexo AmB:CDs nas microemulsdes desenvolvidas

Proceder a caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas obtidos;

Avaliar os pardmetros de incorporacdo da AmB no sistema ME:CD;

Avaliar a liberagdo “in vitro” da AmB nos sistemas desenvolvidos.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. MATERIAS PRIMAS, REAGENTES E SOLVENTES:

v

Acetonitrila, J.T. Baker, HPLC;

Acido fosférico, Synth, Brasil;

Agua deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2uS.cm ;
Alcool metilico, Synth, Brasil;

Anfotericina B 900mcg/mg lote 05976/2007 (Cristalia)

Anforicin B, Cristalia;

Dimetilsulf6xido, Sigma Chemical Co;

Colesterol, Vetec, Brasil

EDTA, Vetec, Brasil;

Fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200), Lucas Meyer, Alemanha;
Hidréxido de sédio, PA-ACS, Grupo Quimica Brasil;

Lauril sulfato de sédio, Synth, Brasil;

Acido Oleico, Sinth, Diadema, Brasil.

Cloroférmio, Merck, Darmstadt, Germany.

Monolaurato de sorbitano etoxilado (Tween 20®), Aldrich Chemicals;
B-ciclodextrina Merck®;

Sulfobutiléter B-ciclodextrina, CyDex Inc., Lenexa, Kansas, U.S.A.;
Metil B-ciclodextrina Sigma Chemical Co;

Hidroxipropil B-ciclodextrina Merck®;
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4.1.2. EQUIPAMENTOS

v' Agitador magnético Corning;

v" Agitador Vortex;

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 (Instituto de Quimica — UNESP — Araraquara);

v’ Balanga digital Ohaus;

v Bomba a vicuo, Tecnal — TE — 058;

v Coluna Symmetry® Cig, 5 um, 100 A, 3,9 mm x 250 mm, 4,6 mm 0;

v’ Cubetas de quartzo para espectrofotometria, capacidade 5 mL, caminho 6ptico de 1 cm —
Spectrocell;

v’ Espectrofotdmetro de UV-VIS, Hewlett Packard 8453, com HP UV-Visible ChemStation
Software;

v’ Liofilizador Solab, com bomba de viacuo Savant modelo VLP 285;

v Estacdo de dissolucé@o Dissolution SRO plus, Hanson Research, Chatsworth, USA;

v/ Filtros descartédveis para seringas, porosidade 0,22 um, Corning® Incorporated;

v/ Membranas descartédveis para seringas, porosidade 0,45um, Corning® Incorporated;

v Microscopio-esteroscépio Leica MZAPO (Leica ™,

v’ Peagdmetro Quimis;

v Redmetro Carri-med CSL 100 (TA Instruments);

v Sistema de cromatografia liquida (CLAE) Waters Alliance equipado com detector UV-Vis
2487, operando a 409 nm, com injetor automaético;

v Sistema de purificagdo de d4gua MILLIPORE®, Milli - Q Plus;

v Ultracentrifuga HITACHI, modelo Himac CP 80 f;

v’ Ultrasom, Branson, modelo 1210;

Cristina Maria Franzini



Material e Métodos 49

v’ Ultrassom de haste - Sonicador® Ultrasonic Liquid Processor modelo XL.2020™ ;

v’ Microscépio de varredura - JEOL® modelo JSM T330A
v" Difratémetro de Raios X modelo D500 Siemens

v" DSC-50 CEL Shimadzu

v" TGA-50 Shimadzu

v Equipamento Ressonincia Magnética Nuclear Varian Inova 500.

4.2. METODOS

4.2.1. DIAGRAMA DE FASES PSEUDO-TERNARIO PARA O SISTEMA
ESTABILIZADO POR FS:0S:Tw

Partindo-se de misturas de tensoativo/co-tensoativo FS:Tw:OS (1:1:1) foram
preparadas, em triplicata, formulagdes de 3g com composicdo variando de 10 a 90% da
mistura de tensoativos. A este sistema foi adicionado CHO, como fase oleosa, em
concentragdes decrescentes correspondentes de 90 a 10%. Cada amostra foi titulada com
tampao Fosfato 50mmol.L" pH 7,4 e submetida a ultrasson utilizando-se poténcia 220 Watts,
operando em modo descontinuo por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds cada
sonicacdo, cada amostra foi centrifugada a 3800rpm por 15 minutos para retirada de residuos
de titanio.

De acordo com as propor¢des 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 regides foram detectadas visualmente, contra fundo

€scuro.
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4.2.2. ANALISE DA VARIACAO DO DIAMETRO MEDIO DAS GOTICULAS DA
FASE INTERNA POR ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ.

A andlise de diametro das goticulas foi realizada por espalhamento dindmico de luz
(DLS - Brookhaven Instruments Corporation, EMI 9863) utilizando equipamento contendo
um laser fonte He—Ne 10mW, 532 nm-HUGHES, auto correlator, 64 canais. As amostras
foram diluidas com tampao fosfato SOmM pH 7.4 e filtradas em membrana de acetato de
celulose 0,22pum. O correlator foi operado de modo a estabelecer 10 determinagdes e calcular
uma média de acordo com a intensidade de luz espalhada. Os resultados sao a medida das 10
determinagdes e seu desvio padrao. As medidas foram conduzidas a 25°C

Foram selecionadas 8 amostras no diagrama de fases e posteriormente foram
verificados os diametros das goticulas da fase interna através do preparo de dois grupos de
amostras. O primeiro foi preparado variando-se a concentragdo de tensoativos, mantendo fixa
a concentracdo de fase 6leo. No segundo grupo manteve-se fixa a concentragdo de fase oleosa

variando-se as concentragdes de tensoativos (Tabela 2).

Tabela 2: Composicdo das amostras analisadas

GRUPOS AMOSTRA  AGUA (%) OLEO(%) TENSOATIVO(%)

A 90 5 5
Grupo 1 B 85 5 10
C 80 5 15
D 75 5 20
E 82 3 15
Grupo 2 F 79 6 15
G 76 9 15
H 73 12 15
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4.2.3. INCORPORACAO DE AmB NAS MICROEMULSOES EM FUNCAO DAS
PROPORCOES DE TENSOATIVO E VOLUME DE FASE INTERNA

Foi avaliado o efeito do tensoativo e da fase oleosa na incorporacdo de AmB nas MEs.
CHO foi adicionado a mistura de tensoativos FS:OS:Tw (1:1:1). Posteriormente a essa
mistura foi adicionada a fase aquosa, em proporcdes que variam dependendo do contetddo de
6leo e tensoativo e submetidas a ultra som operando em modo descontinuo por 20 minutos
com pulsos a cada 1 minuto. As amostras foram centifugadas a 11.180 (x g) por 15 minutos.
Dois grupos de amostras foram submetidos a esse experimento, sendo que o primeiro manteve
fixas as proporg¢des de tensoativo e variou a fase oleosa em uma faixa de 3 a 12% e o segundo
manteve fixa as proporcdes de 6leo e variou as propor¢des de tensoativo em uma faixa de 5 a
20%. AmB em excesso foi adicionada a cada amostra, sendo posteriormente submetidas a
ultra som por 20 minutos de modo descontinuo com pulsos a cada 1 minuto e centrifugadas a

11.180 (x g) por 15 minutos Detalhes das composi¢cdes estudadas estdo descritas na Tabela 3.

4.2.3.1. Determinacdo da densidade relativa das MEs

As densidades relativas foram determinadas pelo método do picndmetro, de acordo
com metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira 4 ed., (1988) usando-se como
referéncia dgua bidestilada e deionizada em aparelho Millipore modelo Milli-Q Plus. As
determinagdes foram obtidas em triplicata a partir das MEs selecionadas, apresentadas na
Tabela 3. A densidade foi obtida em ambiente com temperatura controlada de 20 + 0,5 e

e calculada através da equacdo:

Massa ME MPic ME — MPic V
d= e (Eq.1)
Massa AD MPic AD — MPic V

onde,
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MPic ME a massa do picndmetro contendo a microemulsao,

MPic MPic AD a massa do picndmetro contendo dgua destilada

MPic V a massa do picndmetro vazio.

4.3.2.2. Determinacdo do volume de fase interna
O volume de fase oleosa foi calculado, através da Equagao abaixo com a finalidade de

se relacionar a incorporacdo da AmB em func¢do do volume de fase oleosa do sistema.

®=1-(w.0) (Eq. 2)
Sendo:
®= volume de fase oleosa;
0= densidade da ME;

w= massa de fase externa.

4.2.3.3. Curva analitica da AmB em metanol

A curva analitica foi obtida em intervalo de concentrag¢do de 0,1 a 50ug/mL de AmB
utilizando metanol como solvente. As determinagdes foram feitas em triplicata por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando detector UV-Vis operando em
comprimento de onda de 410 nm.

A metodologia para CLAE utilizada nesse trabalho foi desenvolvida e validada pelo
grupo de pesquisa de nosso laboratério.

Foi construida uma curva padrio de AmB versus drea do pico com o objetivo de

determinar a incorporagdo do farmaco nas formulacoes.
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4.2.4. ANALISE DO COMPORTAMENTO REOLOGICO

A reologia foi determinada em um re6metro Carri-Med CSL 100 (TA Instruments).
Trata-se de um viscosimetro rotacional que serve para determinar as propriedades reoldgicas
de liquidos Newtonianos e ndo Newtonianos. As andlises foram determinadas nas
temperaturas de 25°C. As leituras foram realizadas a temperatura ambiente. Uma quantidade
de amostra necessdria para cobrir toda superficie do sistema Cone e Placa foi colocada sobre a
placa, sendo o excesso da amostra removido cuidadosamente com espatula. Os pardmetros
estabelecidos foram:
Tempo de analise: 120 segundos para curva ascendente e 120 segundos para curva
descendente (as leituras para total de 60 leituras).
Gradiente de cisalhamento: de 0 a 125 rpm ( 0 a 600 [1/s]).

Os graficos obtidos relacionam os valores de gradiente de cisalhamento (y), no eixo
das abcissas, com os valores de tensao de cisalhamento (t) no eixo das ordenadas. Todas as

determinagdes foram realizadas em triplicata a 25°C (CORREA et al., 2005).

4.2.5. MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

A fim de se confirmar a evolucdo estrutural dos sistemas amostras contendo
composi¢des descritas na tabela 3 foram submetidas a microscopia de luz polarizada (MLP).
A MLP permite estudar estruturas anisotrépicas e birrefringentes.

As amostras preparadas foram colocadas sobre 1amina de vidro, cobertas com laminula

e analisadas em microscépio sob luz polarizada (Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena).
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4.2.6. DIAGRAMA DE SOLUBILIDADE DE AmB em gCD, HP-BCD, SB-pCD E ME-
BCD.

Os estudos de solubilidade foram desenvolvidos utilizando solu¢do aquosa de acordo
com o método de Higuchi e Connors (1965).

Excesso de AmB foi adicionado em 5mL de solugdes aquosas contendo concentragdes
crescentes de BCD, SB-BCD, HP-BCD e ME-BCD (10, 15, 20, 30 e 50 mmol.L'l). Essas
solucdes foram submetidas a banho de ultra som por 1 hora, antes do acréscimo da AmB na
solucdo. As amostras permaneceram em agitador rotativo por 48h. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 15 minutos a 11.180 (x g) e filtradas em membrana de acetato de
celulose de 0,45um. As concentracdes foram determinadas por CLAE a 410 nm
(LONGXTAO & SUYAN, 2006).

Foi utilizado um sistema CLAE Waters Alliance equipado com detector UV-Vis 2487,
operando a 410 nm, coluna Symmetry® C;g, 5um, 100A, 3,9 mm x 250 mm, 4,6mm de

diametro, com injetor automatico. A fase movel foi utilizada no modo gradiente (Tabela 3).

Tabela 3: Sistema cromatografico em modo gradiente.

t (min) (I:Il,?;?n) Acetonitrila 0,005?1?1?1.L'1
0as5 0.4 35 05
6all 0,4 70 30

12220 0.4 35 65

4.2.6.1. Metodologia estatistica

Procedimentos da andlise de regressdo linear foram utilizados na avaliacdo da
solubilidade de AmB nas CDs em estudo. A equagdo da reta que relaciona a quantidade de
liberacio de AmB com a concentracdo da ciclodextrina [CD], em mmol.L'!, é da forma:
[AmB] = by+b;[CD]. Nesta equacio, o coeficiente de regressdo b; fornece a concentracdo de

AmB solubilizada por unidade de CD, cuja significancia estatistica foi avaliada pelo teste t de
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Student ao nivel de significincia de 5%. Foi construido um intervalo de confianca de 95%

para esse coeficiente, o qual permitiu a comparagdo entre as CDs na solubilizacdo de AmB.

4.2.7. DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE ESTABILIDADE (Ks)
A constante de estabilidade (Ks) foi calculada utilizando o modelo de Higuchi and
Connors, 1965. O diagrama de solubilidade foi plotado relacionando a drea em funcdo da

concentracdo de AmB dissolvida.

Ks
AmBL+CD «—— AmBc (Eq.3)

Onde:
Ks € a constante de estabilidade para AmB/CDs 1:1

L e C subscritos sdo o farmaco livre e complexado respectivamente

Ks = inclinacao/So (1 - inclinacio) (Eq.4)

Tem-se que:
So= solubilidade intrinseca da AmB na auséncia de HP-B-CD, SBE-CD, ME-BCD e BCD
(HIGUCHI & CONNORS, 1965).

A literatura relata que valores de Ks entre 200 e 5000 mol.L" sdo considerados ideais

para a formagdo do complexo (BLANCO et al., 1991).

4.2.8. PREPARO DAS MEs CONTENDO gCD, HP-BCD, SB-BCD e ME-BCD.

As ME foram preparadas através da mistura de FS:Tw:Os 1:1:1 como tensoativos e
CHO como fase aquosa. A essa composicdo foram adicionadas as solugdes de B-CD
13mmol.L"!, HP-BCD, SB-PCD e ME-BCD 50mmol.L"' como fase aquosa. As amostras
foram homogeneizadas e submetidas a ultra som de sonda por 20 minutos operando de modo

descontinuo com pulsos de 1 minuto a cada 30 segundos.
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4.2.9. INCORPORACAO DE AmB NAS MICROEMULSOES DESENVOLVIDAS
CONTENDO pCD, HP-CD, ME-BCD E SB-BCD.

Para a quantificacdo da AmB incorporada nas MEs foram preparadas cinco amostras
distintas sendo:

v Microemulséo tendo como fase aquosa solugéo tampao fosfato 50 mmol.L" pH 7,4;
v' Microemulsio tendo como fase aquosa solucio de HP-BCD 50 mmol.L™;
v Microemulséo tendo como fase aquosa solugéo de SB-BCD 50 mmol.L™".
v Microemulséo tendo como fase aquosa solucdo de ME-BCD 50 mmol.L".

v" Microemulsio tendo como fase aquosa solucio de BCD 13 mmol.L™".

A esses sistemas foi incorporada AmB em excesso, permanecendo as amostras em
agitador de tubos em temperatura controlada por 24h. Apds esse periodo as amostras foram

centrifugadas em 11.180 (x g) por 15 minutos, filtradas e diluidas para leitura por CLAE.

4.2.9.1. Sistema Cromatogrdfico
Sistema de cromatografia liquida (HPLC) Waters Alliance equipado com detector Uv-
Vis 2487, operando a 410nm, coluna Symmetry® Cjs, S5pm, IOOA, 3,9 x 250mm, 4,6mm o,

com injetor automdtico em modo gradiente, sendo o volume de cada injecdo de 100uL.
Os parametros do equipamento sio:

v’ Fase mével: sistema solvente composto por acetonitrila:EDTA (0,0025mol.L™)
filtrada em membrana de 0,22um e degaseificada nas proporcdes iniciais 35:65 a 70:30.
v Temperatura da coluna: 25°C

v" Deteccdo: Uv-visivel em comprimento de onda 410 nm,

v" Vazio da fase mével: 0,4 mL/min.
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v Volume da inje¢do: 100uL.

4.2.9.2. Curva analitica da AmB em Metanol

Solu¢cdes de AmB em metanol foram preparadas em concentragdes que variaram entre
0,025 e 50pg/mL, fez-se andlise em HPLC utilizando-se comprimento de onda de 410nm.
Plotou-se uma curva analitica de concentracio da AmB versus 4drea do pico, com o objetivo

de mensurar a incorpora¢do da AmB nas microemulsdes.

4.2.9.3. Procedimento analitico

Foram preparados 3mL de cada formulagdo selecionada dissolvendo-se a
fosfatidilcolina de soja em volumes adequados de fase oleosa, Tween®20 e oleato de sédio. A
fase aquosa contendo as CDs (BCD, HP-BCD, SB-BCD e ME-BCD) foi adicionada, através de
titulacdo de volumes de 0,5 mL, sob agitacdo. Apds esse procedimento foram levadas a
sonicacdo de modo descontinuo, por 20 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se AmB
em excesso em cada formulacdo as quais foram levadas novamente para sonicacdo pelo
mesmo tempo mencionado anteriormente. Apds sonicagdo as amostras foram centrifugadas a
11180g em Ultra centrifuga HITACHI, modelo Himac CP 80 B por 15 minutos, para eliminar
residuos de titdnio liberados pela haste de sonicador e do excesso do firmaco. As andlises
foram realizadas em HPLC com detector UV-Vis operando em comprimento de onda de
410nm. As quantidades incorporadas foram calculadas utilizando-se a curva analitica da AmB

em metanol.

4.2.10. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
As fotomicrografias de AmB, das CDs e dos complexos de inclusdo de AmB com

CDs foram realizadas em um microscopio eletrdnico de varredura JEOL® modelo JSM
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T330A. As amostras liofilizadas foram depositadas em um porta amostras de metal e fixadas
com fita adesiva. Posteriormente foram recobertas com uma fina camada de ouro (3501&) e
colocadas diretamente no equipamento para obtencdo das imagens (MURAKAMI, et al.,

2009).

4.2.11. ANALISE TERMICA
AmB, CDs e complexos de inclusdo com CDs foram liofilizados e analizados por
andlise térmica usando termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG) e

calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

4.2.11.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL EXPLORATORIA (DSC),
TERMOGRAVIMETRIA/ TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (TG/DTG).

A fim de verificar possiveis alteragdes na estabilidade térmica da AmB, das CDs e dos
complexos de inclusdo obtidos apds com as CDs, foram obtidas as curvas TG do farmaco
puro, da BCD, HP-BCD, ME-BCD, SB-BCD, dos complexos de inclusdo contendo o farmaco
nas mesmas razdes molares farmaco:CDs, na faixa de 25-600°C, sob atmosfera de N
(100mL.min™"), com razdo de aquecimento de 10°C min’', utilizando cadinhos de aluminio
fechados contendo aproximadamente 1mg de amostra.

Da mesma forma com o objetivo de verificar possiveis alteracdes na temperatura de
fusdo e identificar os eventos de degradacdo da AmB pura, das CDs e dos complexos de
inclusdao formados foi realizada a DSC das amostras. Apresentando a mesma razdo molar
farmaco-CDs foram obtidas as curvas de DSC, na faixa de 25-600°C, sob atmosfera de N,
(100mL.min™"), com razdo de aquecimento de 10 °C min”, utilizando cadinhos de aluminio
fechados contendo aproximadamente 1mg de amostra. A célula de DSC foi calibrada antes

dos experimentos utilizando padrio de Indio.
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4.2.12. DIFRACAO DE RAIOS X

A andlise por difragdo de raios X da AmB, das CDs e dos complexos de inclusdo
formados foi realizada utilizando o difratometro Siemens modelo D500 com velocidade de
gonidmetro de 0,05/min. Sob radiacdo de CuKa (A=1,5406) e com varredura de raios X de

angulo aberto 20 entre 4 ¢ 60°C.

4.2.13. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Medidas de RMN foram obtidas de em um equipamento Varian SO0MHz. Foram
analisadas as amostras de AmB, SB-BCD, HP-BCD e ME-BCD isoladamente e posteriormente
de AmB:SB-BCD, AmB:HP-BCD, AmB:ME-BCD a temperatura de 301,1°K sem utilizagdo
de padrao externo. Foi utilizado equipamanto Varian operando sonda de Smm. Técnicas de
Analise de Hidrogénio foram desenvolvidas utilizando DMSO deuterado como solvente. O
espectro foi obido usando pulprog zgor, tempo de aquisi¢do de 4,096s, 45° de pulso com
freqii€ncia espectral de 7490,6 Hz, tempo de relaxacdo 0,904 s e 32 repeti¢des. Tempo total

de analise 2 min e 40s.

4.2.14. AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DAS MEs E MEs
ASSOCIADAS A BCD, HP-BCD, SB-pCD E ME-BCD COMO FASE AQUOSA DOS
SISTEMAS.

Para avaliar o perfil de liberacdo da AmB quando incorporada as MEs e MEs
associadas as CDs utilizou-se o modelo da célula de difusdo in vitro em sistema esttico do
tipo Franz adaptada ao equipamento de dissolugdo (Dissolution SRO plus) (Figura 10). A
célula onde foi depositada a amostra apresenta uma tampa com trés aberturas, sendo uma para
coleta e uma para reposicio de amostra, outra no centro, para entrada do dispositivo de
agitacdo e a terceira para a colocacio do tubo de ensaio com a membrana, o qual foi preso por

um anel de borracha. A membrana foi fixada no tubo de ensaio através de um anel adaptado
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que proporcionou um didmetro de 1,98cm. A drea de exposi¢ao calculada foi de 3,08 cm®. Foi
utilizada como solucdo receptora 25ml. de tampdo fosfato isotOnico 50mmol.L" pH 7.4
adicionada de lauril sulfato de sédio a 1% para garantir “sink condition”, que se refere a
capacidade excessiva de solubilizacdo do meio receptor em relagdo ao farmaco.

O experimento foi conduzido a 37° + 0,5°C e a solugdo receptora empregada foi
mantida sob constante agitacio a 100 £ 0,2 rpm. Amostras da solucido 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 cdlculos para
correcao da diluicdo. Esse procedimento foi imprescindivel para manter a “sink condition”. A
quantidade de farmaco liberado foi determinada por HPLC a 410nm. O experimento foi

conduzido durante 12h.

Figura 10: Esquema da célula de difusdo adaptada ao dissolutor. (a) abertura para coleta de
amostra e reposicdo, (b) entrada do dispositivo para agitacio do meio, (c) abertura para
colocacdo do tubo com a membrana (a esquerda) e esquema da célula de difusao adaptada ao

equipamento de dissolucdo (a direita)

4.2.14.1.Metodologia estatistica
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No estudo dos perfis de liberacdo de AmB nas MES desenvolvidas foram empregadas
andlises de variancia, complementadas pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey. Por
esses procedimentos compararam-se médias de liberacdo porcentual de AmB em

determinados tempos, ao nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma boa descricao de sistemas microemulsionados é necessario determinar o
diagrama de fases que descreve as condi¢des experimentais nas quais € possivel combinar os
componentes visando obter sistemas transparentes e de baixa viscosidade (OLIVEIRA et al.,
2005).

A andlise detalhada dos diagramas de fase demonstrou que a mistura dos
componentes em diferentes propor¢cdes pode gerar vérios tipos de agregados nos limites
desses diagramas. Assim, no dominio dos agregados pode-se verificar a formacdo de
microemulsdes, emulsdes e sistemas semitransparentes. Nessas vdrias formas de agregacao,
microemulsdes podem influenciar diferentemente a velocidade de liberacdo dos farmacos

(GABBOUN et al., 2001).

5.1. DIAGRAMA DE FASES PSEUDO-TERNARIO PARA O SISTEMA
ESTABILIZADO POR FS:0S:Tw

A constru¢do de diagramas de fase pode ser uma ferramenta fundamental para
caracterizar as condi¢es experimentais em que sdao formadas as MEs e em que propor¢des
dos componentes outras estruturas podem estar presentes (FORMARIZ, 2004). Foi
elaborado um diagrama de fases (Figura 11) para um sistema constituido por FS:OS:Tw
como tensoativos na proporcdo 1:1:1, CHO como fase oleosa e tampdo fosfato 50mmol.L"

pH 7,4 como fase aquosa.
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Figura 11: Diagrama de fases (a) sem AmB e (b) contendo AmB para o sistema estabilizado
com mistura de tensoativos FS:Tw:OS na propor¢do 1:1:1 (m:m), CHO como fase oleosa e
tampao fosfato 0,05M pH 7,4 como fase aquosa. As regides definidas no diagrama de fases
foram (TV) sistema transparente viscoso, (SF) separacao de fases, (ME) microemulsdo e
(EV) emulsdo viscosa. Simbolos vazios (0) representam aumento de propor¢cdo de fase

tensoativo e os pontos cheios (A ) representam aumento da fase oleosa.
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Através do diagrama de fases pseudo ternario obtido observou-se que € possivel
adicionar grandes volumes de fase aquosa e volumes significantes de fase oleosa, originando
MESs e mantendo estabilidade termodinamica de sistemas O/A (OLIVEIRA et al., 2005).

Observa-se uma regido predominante no diagrama de fases de formacgdo de sistemas
opacos (emulsdes) classificadas como emulsdes convencionais em propor¢cdes de
tensoativos acima de 30% que vao se tornando mais extensas, 2 medida que a proporcao de
fase oleosa vai se elevando e conseqiientemente diminuindo a fase aquosa. Esse fato pode
ser devido a fosfatidilcolina de soja, a qual possui EHL igual a 4, o que restringe a
capacidade do sistema em incorporar fase aquosa (TROTTA, 1999; TROTTA et al., 2002).

Sistemas microemulsionados O/A foram obtidos em regides de predominio de fase
aquosa (70%) tendendo a dilui¢do infinita acompanhada de propor¢do de fase oleosa até
11%. Apos esse limite os sistemas ficaram opacos, apresentando regides de transicdo para
as emulsdes convencionais. Verificou-se ainda que essa regido foi formada em uma faixa de
tensoativos até o limite de 30% apresentando uma regido mais proeminente com
aproximadamente 15% de tensoativo ¢ no maximo 10% de fase oleosa. Acima dessa
proporcdo de tensoativos o sistema tornou-se opaco com transicdo para emulsdes
convencionais.

A transparéncia apresentada por esses sistemas ocorreu através de modificacdes na
tensdo interfacial entre 4gua e 6leo onde valores transientes negativos podem ser alcangados
chegando, posteriormente a um equilibrio que leva a formacdo de goticulas diminutas,
portanto, microemulsdes. A composicdo do tensoativo e suas propor¢des podem levar o
sistema a valores de energia proximos de zero. Sabe-se que a razdo entre o tensoativo e o co-
tensoativo ¢é extremamente importante para alcancar a estabilidade termodindmica

(OLIVEIRA et al., 2009). Quando a propor¢ao de tensoativos foi elevada e respectivamente
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a propor¢do de fase aquosa diminuida para uma faixa de 40% um aumento da viscosidade
pode ser verificado formando sistemas com caracteristica semitransparente (TV).

Sistemas microemulsionados convergem para os dois vértices dos diagramas pseudo-
ternarios onde predominam a fase aquosa e oleosa, respectivamente, separadas por uma
regido de transicdo entre emulsdes ou sistemas transparentes para microemulsdes, mas que
pode ser transformada em ME A/O ou O/A, dependendo da proporcao entre as fases aquosa
e oleosa. Além disso, foi verificado que a incorporagdio de AmB nas MEs ndo alterou
significativamente essa regido no diagrama de fases. Na presenca de AmB, a drea de ME
comecou a aparecer com aproximadamente 70% de fase aquosa, sem, contudo modificar de
forma significativa os limites de fase oleosa em 10%. Porém, observou-se que a presenca de
AmB ligada a fase oleosa, promoveu o aumento dos didmetros médios em propor¢des acima

de 9%, restringindo levemente a drea de ME formada.

5.2. ANALISE DA VARIACAO DO DIAMETRO MEDIO DAS GOTICULAS DA
FASE INTERNA POR ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ.

O fendmeno de dispersdo da luz pelas microemulsdes pode ser avaliado de maneira
eficiente através da técnica de espalhamento dindmico de luz, a qual fornece informacdes
diretas sobre o movimento translacional das goticulas da ME e permite a determinac¢io do
didmetro de suas goticulas. Porém, como o sistema é concentrado, ou seja, com elevada
propor¢cdes de fase dispersa, a interpretacdo torna-se dificultada em razdo de interagcdes
intergoticulas. Para suprimir a interacdo entre goticulas, a diluicdo do sistema
microemulsionado com a fase dispersante é aconselhdvel (LAWRENCE & REES, 2000;
ABOOFAZELI et al., 2000; FORMARIZ et al., 2005).

Com a caracterizag¢do desses sistemas foi possivel avaliar o efeito da fase oleosa e do

tensoativo nas caracteristicas fisico-quimicas do sistema e sua influéncia no perfil de
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liberacdo do farmaco. MEs contendo farmacos em sua composi¢cdo de uma maneira geral
apresentam diametros das goticulas da fase interna maiores em relagdo as vazias. Amostras
desenvolvidas a partir da fixacdo de uma das fases (tensoativo ou fase oleosa) foram
avaliadas em funcdo das medidas de didmetro médio de goticulas da fase interna. As
formulacdes selecionadas foram divididas em dois grupos (Tabela 4): no primeiro, a fase
oleosa foi mantida em 5%, variando-se o tensoativo de 5 a 20% (A a D) e, no segundo grupo
a proporc¢do de tensoativo foi mantida constante em 15%, variando-se a fase oleosa de 3 a

12% (E a H). Os volumes de fase também foram determinados.

Tabela 4: Composicdo das amostras para avaliacdo do tamanho das goticulas da fase interna

do sistema em funcao do volume de fases e do tensoativo.

Fase oleosa  Tensoativo Fase Volume Razao

Grupos Amostras (%) %) a(zlt;:)sa de fase 0/S
A 5 5 90 0,13 1

1 B 5 10 85 0,16 0,5

C 5 15 80 0,25 0,33

D 5 20 75 0,32 0,25

E 3 15 82 0,20 0,2

5 F 6 15 79 0,26 0,4

G 9 15 76 0,30 0,6

H 12 15 73 0,36 0,8

As amostras selecionadas para esse estudo e suas composi¢cdes podem ser

visualizadas na Figura 12.
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Figura 12: Representacdo das amostras selecionadas no diagrama de fases elaborado. As
regides definidas no diagrama de fases foram (TV) sistema transparente viscoso, (SF)
separacdo de fases, (ME) microemulsio e (EV) emulsdo viscosa. Simbolos vazios (©0)
representam aumento de propor¢do de fase tensoativo e os pontos cheios (A) representam

aumento da fase oleosa

As Figuras 13 e 14 ilustram o comportamento dos didmetros das goticulas da fase
interna com o aumento de propor¢do da fase oleosa e do tensoativo na presenca e auséncia
de AmB. Foi observado que as alteragdes dos didmetros das goticulas da fase interna sio
dependentes dos dois componentes, tensoativo e fase oleosa, uma vez que 0os mesmos na
presenca ou auséncia de AmB diminuem com o aumento do contetido de tensoativo e
aumentam com o aumento de fase oleosa. No caso dos tensoativos, ocorreu a diminui¢io
pronunciada dos didmetros das goticulas das ME em auséncia de AmB e favoreceu a
formacao de sistemas caracteristicos de MEs sendo transparentes e mostrando que a relacao
entre os tensoativos da mistura resultaram em um efeito favordvel na reducdo da tensdo

interfacial, estabilizando MEs com valores de tensio minimos para sua formacao

(PESTANA et al., 2008).
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Figura 13: Efeito da proporc¢éo do tensoativo no didmetro das goticulas com proporg¢do fixa

de fase oleosa em 5%.

Para as MEs em auséncia de AmB, o aumento da propor¢do de tensoativo resultou
em uma diminui¢do dos didmetros das goticulas de 141 para 66nm. Essa reducdo pode ser
explicada pelo particionamento das moléculas de tensoativo na interface 6leo-dgua
reduzindo a tensdo interfacial, o que sugeriu a habilidade do tensoativo na estabilizacao do
sistema promovendo diminuicdo da &4rea superficial quanto menor a energia livre de
superficie (NIRAULA et al., 2004).

Para as amostras com AmB o didmetro das goticulas diminuiu de 243 para 91nm
numa razao de aproximadamente 2,5 vezes com o aumento gradual da proporcdo de
tensoativos. Verificou-se que o aumento promoveu uma termodindmica favoravel. Nessas
condicdes foi possivel chegar a diametros diminutos da fase interna. Observou-se uma
maior inclina¢do da curva, a qual demonstra um efeito mais acentuado do tensoativo em

regido de maior concentracao. Sugere-se que como a molécula do fairmaco, por ser anfifilica
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apresenta afinidade pelo filme interfacial, acentuando o efeito do tensoativo na estabiliza¢do
das goticulas proporcionando diminui¢cdo ainda maior dos didmetros.
Com o aumento gradual de fase oleosa e manutencao das proporcdes de tensoativo o

perfil é oposto (Figura 14).
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Figura 14: Efeito da propor¢éo de fase oleosa no didmetro das goticulas com propor¢éo fixa

de tensoativo de 15%.

Quando o sistema foi submetido a stress com elevagcao do contetddo de fase oleosa foi
possivel observar um aumento gradual dos didmetros das goticulas para ambos 0s sistemas,
contendo ou ndo AmB. Para as vazias verificou-se um aumento de 130 para 212nm. Este
fato demonstra que a proporcdo de tensoativo e sua combinag¢do nao sdo suficientes para
estabilizar completamente a energia remanescente da interface. Esta energia foi criada com
o aumento da 4rea interfacial durante a formacdo do sistema onde ocorreu a divisdo das
goticulas de 6leo em unidades menores gerando aumento de drea superficial e incapacidade
do tensoativo na manutenciao de uma termodinamica favoravel.

Para as MEs contendo AmB o mesmo comportamento foi observado nas mesmas

condig¢des, sendo que os didmetros aumentaram de 169 para 232nm. Quando o farmaco foi
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adicionado ao sistema, houve um aumento do raio hidrodindmico. Esse resultado pode ser
explicado através das caracteristicas quimicas da molécula de AmB, as quais sao anfifilicas,
e por¢des do fairmaco podem incorporar na interface 6leo/dgua promovendo um aumento no
volume local das goticulas. Esse fato ocorre devido a influéncia da cadeia carbdnica da
AmB, que se particiona na interface 6leo-dgua, aumentando o didmetro das mesmas. No
entanto, entre as amostras incorporadas com AmB, o raio hidrodindmico ndo apresentou
diferenca significativa com o aumento da concentracdo de fase oleosa, o que sugere igual
eficiéncia do tensoativo na estabilizacdo das goticulas na presenga do farmaco. E também
possivel verificar que pequenas propor¢cdes de AmB ionizada pode se organizar na interface
Oleo e 4gua nos espacos entre as moléculas de tensoativo, e dessa forma, aumentar o

diametro médio das goticulas (FORMARIZ et al., 2006).

5.3. INCORPORACAO DE AmB NAS MEs EM FUNCAO DAS PROPORCOES DE
TENSOATIVO E VOLUME DE FASE INTERNA

A proporcdo de AmB incorporada aos sistemas e sua relagdo com as proporcoes de
tensoativo e volume de fase interna foi avaliada. Os graficos de incorporagao determinados
neste experimento demonstraram que a solubilizacdo da AmB foi diretamente dependente
tanto do volume de fase oleosa quanto de tensoativo tendo esses dois componentes um papel
fundamental nos paridmetros de incorporacdo.

A andlise da solubilidade de AmB foi realizada através de andlise matemadtica
utilizando um modelo que considera a fase oleosa das MEs como uma fase distinta da fase

aquosa e que o tensoativo se organiza na interface O/A. Dessa forma se faz necessario a

determinag@o dos volumes de fase (¢) das MEs, o qual foi definido como (Mackay, 1982):

0=1-.s 5)
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Onde o ¢ a relacdo entre a fracdo percentual da fase aquosa e 6 é a densidade da ME.

A Figura 15 apresenta a variagdo da concentracdo de AmB incorporada em relacdo

ao volumes de fase interna da ME.

Figura 15: Efeito do volume de fase da ME, na incorpora¢do da AmB a 25°C. r = 0,997

O fendmeno de incorporacdo de farmacos em MEs pode ser direcionado pela
particio da AmB nas goticulas da fase oleosa que dependem da interagc@o hidrofébica entre o
farmaco e as goticulas (OLIVEIRA et al., 2009). Tendo a AmB uma extensa cadeia
carbOnica sugere-se um aumento de sua solubilidade em sistemas com volumes de fase
interna mais elevados, pois uma afinidade deve ser estabelecida. A concentracio de AmB
aumentou conforme o volume de fases foi aumentado, apresentando um fator de
solubilidade (Se) em torno de 1000 quando comparado coma solubilidade intrinseca do
farmaco em dgua. Dessa forma pode-se inferir que a fase oleosa e sua contribuicio

apresentam um efeito fundamental nesse processo.
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Considerando os valores de pKa 5,5 e 10 referentes as fungdes carboxilato e amina
respectivamente, nas condi¢des experimentais estabelecidas, a AmB encontra-se na forma
zwiteriOnica. Verifica-se que essa interacdo apresenta influéncia mais significante quando
formas ndo-dissociadas permanecem no meio e se ligam mais facilmente a fase oleosa.

A incorporacdo de AmB na fase oleosa das MEs pode ser representada através do
equilibrio:

Ks

(6)
AmB, +¢ == AmbB,

onde AmB;e AmB,, representam propor¢do de AmB na fase aquosa e dissolvida pelo efeito do volume de fase

das MEs, respectivamente..

A constante de associacdo K representa o particionamento de AmB entre as fases

oleosa (interna) e aquosa (externa) e pode ser descrita:

AmB,

Ks = —7—
AmB,.¢

(N

A concentracio de AmB ligada as goticulas da fase oleosa (AmB;), somada a
concentracdo de AmB na fase aquosa (AmBy) resultam na concentracdo total de AmB no
sistemas ME (Eq. 8) e permite definir uma equagdo que representativa da variagdo da

concentracdo de AmB dissolvida pelo efeito da variacdo do volume de fases (Eq.9)

AmB = AmB, + AmB, (8)

_ AmB; + AmB,. Ks . ¢

AmB_ =
‘ 1+ Ks.¢

©))

Tendo como base as equacdes descritas, um ajuste dos dados experimentais foi

realizado para determinag@o dos valores da constante de associagdo (Ks), cujo valor para as
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MEs em pH 7,4 foi de 220 mmol.L™'  Além disso, determinou-se a concentracio maxima de
AmB solubilizada na ME (AmBy,) sendo de 4,274mol.L"' determinada pela extrapolacao
dos dados, o qual levou a concentragbes méximas relacionadas a volumes de fase
correspondentes ao patamar no diagrama de solubilidade.

Os resultados refletem que a AmB; demonstra uma importante interagdo com as
goticulas da fase interna, originando AmBy. Essas interacdes estabelecidas influenciam
positivamente no processo de liberagdo “in vitro”, sendo dessa forma um fator de
fundamental relevéncia.

A solubilidade de AmB também foi avaliada, relacionando-a a varia¢do de tensoativo
no sistemas. Como se trata na realidade de uma mistura de tensoativos (FS:Tw:Os) na
proporcdo 1:1:1 foi estabelecida uma média das massa molares na mistura tensoativa.

A Figura 16 mostra os resultados que refletem a influéncia das propor¢des de
tensoativo no aumento das concentragcdes molares de AmB incorporada.

Racionalizando a proporcao de tensoativo presente na ME como um fator influente

na concentragdo maxima de AmB dissolvida, o ajuste dos dados experimentais para o

célculo de Ks foi realizado através da equacdo 10.

_AmB,+ AmB,. Ks .[T]

AmB,
1+Ks .[T]

(10)

onde [T] representa a concentracdo de tensoativo presente no sistema.
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AmB; = 0,0067 mol. L™

Figura 16: Efeito das propor¢des de tensoativo na incorporagio de AmB a 25°C. r = 0,995

A concentracio de AmB aumentou conforme a propor¢do de tensoativo foi
aumentada, apresentando um fator de solubilidade (Sec) em torno de 400 quando comparado
coma solubilidade intrinseca do farmaco em agua. Assim como o volume de fases, pode-se

atribuir ao tensoativo um efeito também de grande influéncia nesse processo.

O valor de Ks para MEs em pH 7,4 obtido através das equacdes descritas, foi de 53,7
mmol.L"! e concentracdo maxima determinada de AmB solubilizada na ME (AmB,;) de
2,7098 mol.L"' em valores de tensoativos correspondentes ao patamar no diagrama de

solubilidade.

Os resultados refletem que a AmB¢demonstra uma importante interacdo com o filme
interfacial Oleo:dgua e da mesma forma essas interagdes estabelecidas influenciam

positivamente no processo de liberacao “in vitro”.
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Uma andlise comparativa do potencial de incorporagdo, realizada considerando a
influéncia do volumes de fase interna e a propor¢do de tensoativos presentes no sistema,
mostra valores de Ks maiores pelo efeito do volume de fase. Esse fato demonstra, que esse
parametro apresenta um efeito mais favoravel na incorporagdo, or, o qual apresentou valor
de Ks menor. Outro fator observado em relagdo ao volume de fase diz respeito a maior
capacidade de incorporacdo de concentracdes maximas de AmB (AmBy) a qual foi de

aproximadamente 63% maior em relacio ao tensoativo.

Uma andlise dos resultados leva a sugestdo de que o volume de fase considera a fase
interna como um todo, sendo a fase oleosa somada ao filme interfacial constituido pelo
tensoativo. Essa associagdo gera uma area de maior dimensdo quando comparada a 4rea
formada pelo tensoativo. Essa dltima além de ser considerada isoladamente, ao promover
estabilizacdo do sistema, gera uma diminuicdo dos didmetros das goticulas, levando a uma

menor area de superficie.

Apesar desses resultados observa-se ainda uma sensibilidade maior por parte do
tensoativo no perfil de incorporagdo que possibilita a saturacdo do sistema em menores

concentragdes molares do que o volume de fase.

5.4. ANALISE DO COMPORTAMENTO REOLOGICO

Na natureza, os fluidos encontrados em maior quantidade escoam de maneira
newtoniana. Caracterizam-se por apresentar, em escoamentos isotérmicos, valores
constantes para a viscosidade, podendo ser modelados pela de lei de Newton. O modelo
Newtoniano descreve a viscosidade de um fluido, submetido a um escoamento cisalhante,

como uma constante de proporcionalidade entre a tensdo de cisalhamento e o gradiente de

velocidade do fluido (BIRD, STEWART & LIGHTFOOT, 1996).
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E muito estudado que a deformacio de materiais pode levar a efeitos intensos em sua
estrutura que radicalmente mudam as propriedades reoldgicas do material.

Quando a viscosidade assume outro comportamento, sem proporcionalidade entre a
tensdo e o gradiente de cisalhamento e devido a fatores citados anteriormente, ela passa a ser
chamada de viscosidade aparente e o escoamento passa a ser denominado escoamento niao
Newtoniano. Dentre as substancias que exibem esse tipo de comportamento podem-se citar
solucdes, suspensdes de solidos em liquidos, emulsdes, materiais que possuem efeitos
viscosos e eldsticos. Dos tipos de fluidos ndo newtonianos, aqueles com comportamento
pseudopléstico sdo os mais freqiientemente encontrados em aplicagdes praticas (BIRD,
STEWART & LIGHTFOOT, 1996).

A tixotropia de materiais pseudoplésticos € descrita na literatura para descrever uma
ruptura reversivel da estrutura de sistemas particulados submetidos a stress e € usualmente
utilizada para o entendimento da diminui¢do da viscosidade com o tempo a taxa de
cisalhamento constante e formacdo de uma area de histerese entre as curvas ascendentes e
descendentes (MUJUMDAR et al., 2001; MASALOVA et al., 2005).

Dessa forma, a viscosidade diminui temporariamente recuperando-se com o tempo.
Por esse motivo esses sistemas sdo chamados de tempo-dependentes. Enquanto as forcas de
cisalhamento aplicadas agem para romper as ligacdes dos elementos estruturais, as unidades
separadas tendem a reorganizar tais ligagdes. Tanto o rompimento da estrutura como a
reorganizacdo estdo em processo simultineo. Um estado de equilibrio é geralmente
alcancado quando as taxas de rupturas e reorganizacao sdo iguais. A estrutura em equilibrio
é geralmente uma fungdo da taxa de cisalhamento aplicada, e tende para uma maior
desorganizacdo em taxas mais altas de cisalhamento (MUJUMDAR et al., 2002). O efeito

reverso conhecido como reopexia, é observado raramente. Reopexia € definida como a
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solidificacdo de um sistema através de movimento leve e regular (MASALOVA et al.,
2005)..

As andlises dos resultados do comportamento reoldgico possibilitaram verificar que
as amostras, de forma geral se apresentaram como fluidos ndo Newtonianos do tipo
pseudopléstico. Para materiais pseudoplésticos, a viscosidade diminui sob aplicagcdo de uma
tensdo de cisalhamento, propriedade conhecida como shear thining, mas sua estrutura é
gradualmente recuperada quando esta € removida (SCHARAMM, 2006). Essa informacao
pode ser verificada pela presenca da drea de histerese apresentada entre as curvas
ascendentes e descendentes dos reogramas, a qual demostrou a magnitude da tixotropia. O
shear thining garante a capacidade de a formulagdo ser adequada para administragcdo oral,
pois o cisalhamento no momento da administracdo causa o afinamento do fluxo
(CARVALHO, 2009).

As propriedades de fluxo influenciam cada etapa do processo farmacéutico tais como
o fluxo de producgdo, a cadeia produtiva, o envase, e remog¢ao do conteido do recipiente
antes da aplicac@o para o local de acdo e colabora na suposi¢do de seu comportamento “in
vivo”. As mudancas de comportamento tempo dependentes fornecem formulagdes
farmacéuticas com comportamento reoldgico passiveis de sofrer modificagdes, a qual
freqiientemente afeta o perfil de liberagdo de farmacos contidos em sistemas terapéuticos.
H4 dois extremos nos comportamento reoldégico. Um comportamento eldstico o qual se
refere a habilidade de uma formulacio recuperar a estruturacdo original quando uma forca
aplicada € removida. O outro € conhecido como plastico ou viscoso que é conhecido como
propriedade de liquidos ideais também chamados de comportamento Newtoniano onde
nenhuma deformacdo ocorre quando uma forca € aplicada. Uma modificacdo tempo
dependente na viscosidade de formulacdes farmacéuticas é desejada devido a sua exigéncia

no controle de liberagao de farmacos (LEE et al., 2009).
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A reologia ajuda a estabelecer um entendimento tedrico das relagdes entre as
propriedades e as microestruturas do sistema (SIDDIG et al., 2006).

Os diferentes tipos de curva de fluxo t€m seus correspondentes tipos de curva de
viscosidade. As curvas de fluxo representam duas partes do experimento, a curva ascendente
que indica o aumento da taxa de cisalhamento, e a curva descendente, quando a taxa de
cisalhamento é reduzida continuamente. Os ensaios de fluxo foram realizados com as
formulac¢des contendo AmB ou na sua auséncia.

Uma forma de avaliar o comportamento foi através de um grafico de t versus y'
(curva de fluxo), que foi construido com um aumento da taxa de cisalhamento até um
determinado valor, em seguida diminuindo até o ponto inicial. A Figura 17 mostra a

influéncia da propor¢dao da tensoativo sobre o comportamento reoldogico das MEs com

propor¢do fixa de fase oleosa na auséncia do farmaco.

309

Tensdo de cisalhamento (Pa)

Gradiente de cisalhamento (1/s)

Figura 17: Comportamento reolégico das MEs vazias em funcio da proporcio de

tensoativo. Curvas ascendentes (simbolos vazios) e curvas descendentes (simbolos cheios).

O comportamento Nao Newtoniano pseudopléstico foi verificado quando a

viscosidade aparente do fluido diminuiu com o aumento da taxa e/ou da tensdo de
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cisalhamento como € o caso das amostras citadas. Nota-se, no entanto, que a tensao aplicada
necessdria para promover alguma alteracdo nos sistemas vai aumentando gradualmente com
a elevacdo de 5 para 20% de tensoativo. Esse fato mostrou o efeito do tensoativo na
estruturacdo desses sistemas. Os valores de tensdo e viscosidade sdo importantes
propriedades a serem avaliadas em um material uma vez que a tixotropia depende
principalmente do cisalhamento e do grau de dispersdo. Um aumento do valor da tensdo
indica um fortalecimento gradual da rede da estrutura tri-dimensional de formulagGes
tixotrépicas (LEE et al., 2009). Em todas as amostras, a tixotropia pode ser observada,
apesar de pequena. Propriedades tixotrépicas apresentam um papel fundamental na eficécia
terapéutica de formulagdes farmacéuticas por contribuir no tempo de reten¢do do farmaco
no sitio alvo melhorando sua disponibilidade sistémica. Um comportamento nao
Newtoniano de um sistema tixotropico € expresso com valores que sdo necessarios para
romper a estrutura sélida e iniciar um fluxo plastico. A forma mais adequada para se medir a
tixotropia é descrever a resposta de um material ao cisalhamento devido a uma deformacao.
A drea entre as curvas ascendentes e descendentes ¢ conhecida como drea de histerese.
(MALASOVA et al., 2005).

As amostas com AmB também foram avaliadas (figura 18)
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Figura 18: Comportamento reoldgico das MEs contendo AmB em fun¢@o da proporcio de
tensoativo (5 a 20%). Curvas ascendentes (simbolos vazios) e curvas descendentes

(simbolos cheios).

A Figura 18 mostra o efeito da propor¢do de tensoativo sobre o comportamento
reologico dos sistemas na presenca da AmB. Verifica-se comportamento semelhante aos
resultados da ME sem AmB, ou seja, comportamento ndo Newtoniano do tipo tixotrépico,
sugerindo que as goticulas presentes no sistema apresentam interacdes com a vizinhanga de
forma sutil, podendo se observar uma &4rea de histerese entre as curvas ascendentes e
descendentes, em todas as amostras. Outro fator importante analisado se refere as tensdes
aplicadas nessas amostras, as quais foram mais altas que as tensdes aplicadas nas mesmas
amostras sem AmB, o que sugere que o firmaco também demonstrou efeito sobre a
viscosidade e estruturacao dos sistemas.

Para as amostras compostas por aumento gradual de fase oleosa de 3 a 12%

mantendo proporcdo fixa de tensoativo (Figura 19) o comportamento foi semelhante
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Figura 19: Comportamento reolégico das MEs vazias, variando a porcentagem de fase
oleosa (3 a 12%). Curvas ascendentes (simbolos vazios) e curvas descendentes (simbolos

cheios). No insert: Amostra contendo 12% de fase oleosa.

Um comportamento pseudoplastico também foi observado na presenga do farmaco,
apresentando tixotropia sutil, assim como as amostras anteriores. As amostras apresentaram
caracteristica macroscépica de moderada viscosidade, a qual aumentou com o aumento da
fase oleosa (CHO). Verificou-se, em relagdo as amostras anteriores, que a tensao aplicada
nas mesmas foi muito maior mostrando sistemas de viscosidade mais acentuada e

provavelmente maior estruturacao.

Quando as amostras com AmB foram avaliadas observou-se comportamento

semelhante em relac@o as amostras anteriores (Figura 20).
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Figura 20: Comportamento reolégico das MEs contendo AmB, variando a porcentagem de
fase oleosa (3 a 12%). Curvas ascendentes (simbolos vazios) e curvas descendentes

(simbolos cheios). No insert: Amostra contendo 12% de fase oleosa.

Apés a obtencdo dos reogramas das MEs contendo AmB observou-se que o
comportamento pseudopldstico tixotrépico se manteve e que a presenca de farmaco
estruturou ainda mais os sistemas, podendo ser observado um aumento de tensdo de
cisalhamento aplicada principalmente para as amostras com fase oleosa acima de 9%.
Conclui-se dessa forma que tanto o tensoativo como o CHO apresentam efeito importante na
estruturacao dos sistemas. Para confirmar essas afirmacgdes e utilizando um modelo de lei de
poténcia (Eq.11), calculou-se o valor de n para caracterizar o comportamento de fluxo (Nao
Newtoniano pseudopléstico e tixotrdpico) e k (indice de consisténcia) para caracterizar a

viscosidade do material.
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T=ky" (11)
Onde k € um parametro relacionado a consisténcia (indice de consisténcia) e n € o indice de
escoamento. Neste modelo, n>1 representa um fluido dilatante, n<l representa fluido
pseudopléstico, e n=1 fluido newtoniano. Para todas as formula¢Ges, na presenca e auséncia

do farmaco, os valores de n sdo n<1 (Tabela 5).

Tabela 5: Indices de consisténcia (k) e de fluxo (n) das formula¢des em auséncia e presenca

de AmB a 25 °C.

Amostras ME ME-AmB
K n K n
A (5%T) 0,010 0,8308 0,031 0,8465
B (10% T) 0,017 0,8377 0,171 0,9446
C(15% T) 0,043 0,7535 0,212 0,4885
D (20% T) 0,060 0,8914 0,229 0,5522
E (3% FO) 0,031 0,7088 0,057 0,6224
F (6% FO) 0,178 0,7271 0,191 0,5833
G (9% FO) 0,322 0,4437 0,358 0,7677
H (12% FO) 60,64 0,2275 189,49 0,1528

T-tensoativo; FO-Fase oleosa

Para as amostras sem farmaco os valores de k obtidos para as amostras A e B se
apresentaram préximos, indicando que a viscosidade desses sistemas € aparentemente
similar. Para C e D este indice aumentou gradualmente indicando aumento da viscosidade.
Para estas formulacdes, o indice de fluxo (n) é diferente de 1, indicando comportamento
reol6gico ndo newtoniano, fato que possibilitou a sugestdo de um aumento gradual de
estruturacao destas formulagdes a medida que a propor¢ao de tensoativo foi aumentada. Para
as amostras E, F e G os valores de k foram mais elevados em relacdo as amostras anteriores
mostrando que o aumento de fase oleosa aumentou a estruturacdo desses sistemas elevando
seus valores de viscosidade. A amostra H apresentou uma consideravel elevacdo de k e

reducgdo do valor de n, indicativo de um maior grau de estruturacdo desta formulagdo, a qual
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sendo comparada macroscopicamente com as demais, apresenta alta viscosidade. Ja para as
amostras com AmB, todas apresentaram aumento nos indice de k e diminuicdo de n de
forma geral. A amostra H apresentou valores de k bastante elevados e valores de n muito
baixos. Todas essas informacdes revelam o comportamento pseudoplastico tixotrépico dos
sistemas avaliados. Os valores de k dos sistemas na presenca ou auséncia de AmB estio

apresentados nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Indices de consisténcia (k) das ME em auséncia e presenca de AmB em funcio

do aumento de tensoativo.

A Figura 21 confirma que os valores de k das ME em auséncia de AmB aumentam
discretamente com a porcentagem de tensoativo. Esse aumento de viscosidade foi
perceptivel em proporcdes a partir de 15% de tensoativo sendo mais acentuado com 20%.
Sabe-se que a fase interna de sistemas dleo-dgua aumenta com a fracdo de volume de fase
interna. Esse comportamento estd relacionado a modelos que calculam o didmetro
considerando também a presenca da camada de tensoativo ao redor do nicleo oleoso
(GRASSI, 2006).

A incorporacdo do firmaco alterou marcadamente k do sistema a partir de 5% de

tensoativo, aumentando gradativamente para as proporcdes mais elevadas do mesmo. No
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caso da fase oleosa (Figura 22) um efeito semelhante foi observado e foi ainda mais
proeminente, quando se analisa o indice de consisténcia das MEs em auséncia e presenca de

AmB em funcdo da fase oleosa.
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Figura 22: Indice de consisténcia das ME em auséncia e presenca de AmB em funcgdo do

aumento de fase oleosa.

-

E importante observar que os valores de £ das MEs em auséncia ou presenca de
AmB sofreram grande influéncia da proporcdo de fase oleosa. Em valores mais baixos de
fase oleosa ndo houve diferenca marcante nesses valores. Partindo de 9% de fase oleosa k
comecou a se elevar e em 12% aumentou marcadamente em auséncia do firmaco e com
AmB cerca de 4 vezes. Desta forma, pode-se atribuir o aumento de k, o qual reflete a
viscosidade dos sistemas, tanto a fase oleosa como ao tensoativo. Entretanto pode-se
ressaltar que o fator mais influente € a fase oleosa, a qual modula consideravelmente a

viscosidade dos sistemas, assim como a presenca do farmaco.
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5.5. MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Materiais isotrépicos e anisotropicos podem ser diferenciados por essa técnica. As
propriedades Opticas desses materiais podem ser utilizadas para se obter informagdes sobre a
estruturacdo ou ndo de materiais, tais como MEs e sistemas mais organizados tais como
mesofases liquido-cristalinas. Essa técnica € utilizada para verificar a presencga de sistemas
de fundo escuro conhecidos pela desorganizacdo estrutural. As fotomicrografias
apresentadas nas Figuras 23 a 26 foram obtidas sob o plano da luz polarizada e apresentam
diferencas em seu contetido de fase oleosa e tensoativo. As fotomicrografias (Figura 23)

contém proporcdes fixas de fase oleosa variando a propor¢éo de tensoativos.

Figura 23: Fotomicrografia dos sistemas preparados com proporg¢des crescentes de

tensoativo (a:5%; b:10%;c:15%; d:20%), mantendo-se a fase oleosa em 5% m/m.

Apds a obtencdo das imagens verificou-se que apenas as amostras contendo

concentragdes a partir de 10% de tensoativo desviaram o plano de luz polarizada, resultando
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no aparecimento de “cruzes de malta”, caracteristicas de estruturas de fase lamelar. Os
resultados se encontram de acordo com a andlise reologica que mostrou aumento da
viscosidade a partir da mesma amostra e aumento de tensdo aplicada para as amostras a
medida que a propor¢do de tensoativo aumenta. Esse fato relaciona-se a capacidade de
estruturacdo dos sistemas proporcionada pelos tensoativos. A obtencdo desse tipo de
sistemas heterogéneos formados por agua, 0leo e mistura de tensoativos pode ser atribuido a
formacéo de microgotas ou sistemas liquido-cristalinos de fase cubica quando a viscosidade
se apresenta bastante elevada se assemelhando a um gel rigido.

O aumento da proporcdo de fase oleosa com tensoativo fixo também foi avaliado. Os
sistemas apresentaram diferencas estruturais quando a proporcdo de fase oleosa,
representada pelo CHO variando nas formulagbes desenvolvidas, exibindo pouca
estruturacdo sob o plano da luz polarizada em propor¢cdes menores. As fotomicrografias
(Figura 24) sugerem gue nas concentracdes de 3 % de CHO houve pequena interferéncia na
estruturacdo das fases, mantendo constante a viscosidade (ver analise reoldgica), apesar do
aparecimento de pequenas cruzes de malta. Porém a partir de 6% de CHO observa-se de
forma mais acentuada o aumento de “cruzes de malta”, caracteristicas de estrutura de fase
lamelar (Figura 24 f, g e h), indicando que a variacdo na porcentagem do volume de fase
oleosa interferiu no grau de estruturagdo dos sistemas, tornando-os mais ordenados

(GABBOUN et al., 2001).
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Figura 24: Fotomicrografia de luz polarizada dos sistemas preparados com proporgdes
crescentes de fase oleosa (e:3%; f:6%;0:9%; h:12%), mantendo-se o tensoativo em 15%

m/m.

Os resultados da microscopia de luz polarizada apresentados na Figura 24 indicaram
da mesma forma que nas amostras anteriores que o aumento na propor¢do de fase oleosa
promoveu aumento na organizagéo estrutural dos sistemas

Entretanto, quando a AmB foi incorporada ao sistema a estruturacdo foi ainda mais
favorecida, levando a formag&o de estruturas com menor mobilidade. Esse resultado é valido
tanto para amostras desenvolvidas com aumento de tensoativo em proporcdes graduais
(Figura 25 a, b, ¢ e d) quanto para amostras desenvolvidas com aumento de fase oleosa em

proporcOes graduais (e, f, g e h) (Figura 26).
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Figura 25: Fotomicrografia de luz polarizada dos sistemas preparados com proporgdes
crescentes de tensoativo (a:5%; b:10%;c:15%; d:20%), mantendo-se o fase oleosa em 5%

m/m, contendo AmB.

Figura 26: Fotomicrografia de luz polarizada dos sistemas preparados com proporgdes
crescentes de fase oleosa (e:3%; f:6%;9:9%; h:12%), mantendo-se fixo o tensoativo em 15%

m/m, contendo AmB.
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Esse comportamento também pode ser comparado com avaliagdo do indice de
consisténcia (k) dos sistemas em fungdo da fase oleosa e do tensoativo (Figuras 21 e 22) que
mostraram um aumento mais acentuado da viscosidade com o aumento da concentragdo de
CHO. Com a incorporacdo de AmB no sistema a viscosidade aumentou ainda mais e esse
fato deve estar associado a formacdo da fase lamelar com o CHO, que segundo a literatura
apresenta-se como uma substincia formadora de fluidos viscoeldsticos (FORMARIZ et al.,
2005).

Assim, 2 medida que aumenta a concentragao de CHO e/ou o farmaco é incorporado
ao sistema tanto o CHO como a AmB favorecem ainda mais a formacdo de cristais.
Entretanto, sabe-se da literatura que quando a concentragdo de CHO aumenta no sistema, a
sua cristalizacdo é favorecida e ocorre na forma de bicamadas lamelares, levando a uma
estrutura com menor mobilidade e a um aumento no grau de empacotamento das goticulas

(STIDDER et al., 2005).

5.6. DIAGRAMA DE SOLUBILIDADE DE AmB em pCD, HP-CD, SB-CD e ME-

BCD.

Para elucidar esse fato € necessario conhecer algumas caracteristicas fisico-quimicas

das CDs estudadas as quais estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6: caracteristicas fisico-quimicas das CDs

Ciclodextrina Solubilidade em agua (mg/mL) Massa molecular
BCD >18 1135
HP-BCD >500 1400
ME-BCD >500 1312
SB-BCD >500 2163

Fonte: LOFTSSON, 2007).
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Para a avaliacdo da capacidade de solubilidade de AmB nas CDs uma curva analitica

de AmB em metanol foi elaborada (Figura 27). O experimento foi realizado em triplicata.

Figura 27: Curva analitica da AmB em metanol a 410nm. = 0,995

Substituindo os valores encontrados na equacgdo da reta tem-se:
y=1,0644 .10° . x + (-14088,02) (12)

A Figura 28 exibe o cromatograma tipico da AmB e seu o tempo de retengao.

T T T
E.00 g.00 10.00 12.00 14.00
Minutos

Figura 28: Cromatograma tipico da AmB em metanol a 410nm. Tempo de retengdo em

torno de 9 minutos.

Cristina Maria Franzini



Resultados e discussdo 92

O experimento foi conduzido com as CDs em concentragdes molares equivalentes de

50mmol.L". Os resultados obtidos estio representados no diagrama obtido (Figura 29).
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Figura 29: Diagrama de solubilidade da AmB em SB-CD, ME-BCD e HP-BCD e BCD

As andlises de incorporagdo de AmB nas CDs preparadas em tampdo fosfato 50
mmol.L"! pH 7,4 revelaram que a SB-BCD se mostrou mais eficaz que as demais CDs
testadas. E possivel verificar que a BCD e ME-BCD apresentaram baixa capacidade de
complexacdo com o farmaco. Uma caracteristica importante que difere as CDs é a massa
molecular de cada uma delas, em especial da SB-BCD que se destaca das demais nesse
sentido. Sabe-se ainda que um dos fatores mais preponderantes para a formacdo de
complexos de inclusdo € a compatibilidade geométrica relacionada ao tamanho e forma da
molécula. Esta compatibilidade de tamanhos pode ndo corresponder a totalidade de
molécula a incluir. H4 casos em que apenas uma parte da estrutura do héspede fica inclusa
na cavidade. A polaridade desse segmento € um fator condicionante da formacdo do

complexo. H4 ainda, de considerar o caréter hidrofébico do héspede (SALTAO et al., 2001).
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No caso da AmB pode-se sugerir que como sua molécula apresenta uma forma
alongada e a estequiometria pode ter sido facilitada pelo posicionamento dos radicais sulfo
butil éter. Os resultados obtidos nesse experimento mostram claramente um aumento da
solubilidade de AmB na presenca da CDs, sendo que quanto maior a concentragdo de CD
maior o aumento da solubilidade do farmaco .

Também verificou-se na faixa de concentracdo de CDs testadas que nos complexos
formados, identificou-se um desvio positivo na linearidade, indicando a presenca de
complexos de estequiometria 1:1 ou seja, a solubilidade aumenta de acordo com a
concentracdo de CDs. Foi possivel observar (Tabela 7) o aumento de solubilidade de AmB

de acordo com cada CD.

Tabela 7: Aumento de solubilidade de AmB em cada CD estudada

CD UTILIZADA SOLUBILIDADE AmB
SB-BCD 42,83 vezes
HP-BCD 28,33 vezes
ME-BCD 3,78 vezes

BCD 1,30 vezes

Os dados da andlise estatistica mostram (Tabela 8) os coeficientes das regressoes
lineares ajustadas aos valores de solubilidade de AmB em funcdo de concentragdes (0 a 50

mmol.L'l) de CDs.
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Tabela 8: Coeficientes de regressdo linear, erros padréo, limites inferior (LI) e superior (LS)
de intervalos de confianca de 95% para o coeficiente de regressdo e coeficiente de

correlacdo de Pearson, de acordo com a CD utilizada

CD Coef. de Erro IC (95%) r
regressao padrao LI LS

BCD 0,00001 0,00001 -0,00002 0,00004 0,177
ME-BCD  0,00003 ~ 0,00000 0,00003 0,00004 0,966
HP-BCD  0,00033 ~ 0,00001 0,00030 0,00035 0,990

SB-BCD  0,00051 ~ 0,00002 0,00048 0,00055 0,991
* significativo pelo teste t de Student (p<0,001)

Enquanto pelo teste t de Student o coeficiente de regressdo correspondente a BCD
ndo ¢ significativamente diferente de zero (p>0,05), todos os outros coeficientes de
regressdo sdo significativamente maiores do que zero (p<0,001). Assim, hi indicacdo de
aumento significativo da solubilizagdo de AmB em fun¢do da concentragdo da CD. Como os
intervalos de confianga para os coeficientes de regressio nido se sobrepdem pode-se
estabelecer as CDs com maior efeito sobre a solubilidade de AmB. Na ordem da
responsdvel pela maior solubilizacdo até a menor tem-se: SB-BCD >HP-BCD> ME-BCD

>BCD.

5.7. DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE ESTABILIDADE (Ks)
E importante ressaltar que a habilidade de uma dada concentragio de CD solubilizar
uma determinada dose de farmaco é dependente de alguns fatores tais como a solubilidade

intrinseca do farmaco e sua constante de ligacdo com as CDs (CARRIER et al., 2007).

O ajuste do todo ou de uma parte da molécula héspede na cavidade da CD determina

a estabilidade do complexo de inclusio e a seletividade do processo de complexagao.
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Entretanto o valor da constante de estabilidade do complexo farmaco:CDs € uma ferramenta
muito valiosa relacionada a for¢a de ligacdo do complexo e é de grande importincia no
entendimento e avaliacdo da formacdo de complexos de inclusdo. Uma grande faixa de
constantes de estabilidade (Ks) também chamadas de constantes de ligagdao 0 a 100.000 M
tem sido encontrada na literatura para complexos, no qual zero corresponde a auséncia de

ligagdes entre a CD e o farmaco (MAESTRELLI et al., 2005).

As constantes de estabilidade das amostras anteriores foram determinadas realizando
uma anélise relativa aos dados fornecidos pela curva analitica.

Para BCD, ME-BCD, HP-BCD e SB-BCD verificou-se que as constantes
apresentaram resultados respectivamente crescentes e estdo de acordo com os resultados

obtidos na anélise de solubilidade ilustrada na Figura 28 (Equacdo 13)

Inclinagdo

s = - (13)
S, (1= Inclinagdo)

Para BCD tem-se que:

6,138.107°

Ks (BCD) =
s (BCD) = 08 107 (1= 6.138.10)

Ks(SCD) =11,82 mol.L!
Para ME-BCD tem-se que:

3,2959.10°°
8,1514.10~ x(1-3,2959.107)

Ks(MEBCD) =

Ks (MEBCD) = 40,40 mol.L™

Para HP-BCD tem-se que:
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3,2837.107"

Ks (HPBCD) =
(HPBCD) 3,5732.10* x(1-3,2837.10™)

Ks (HPBCD) =919,8 mol.L™
Para SB-BCD tem-se que:

5,0475.107

Ks (SBBCD) =
(SBCD) 1,077.107 x(1 - 5,0475.10™*)

Ks (SB BCD) = 5047 mol.L’!

O perfil avaliado com o estudo das constantes de estabilidade confirmaram maior
efetividade de todas as CDs derivadas na complexacdo de AmB em relacao a BCD, que € a
CD de origem. Entretanto SB-BCD mostrou claramente uma maior eficiéncia frente as
demais. O melhor desempenho dessa CD est4 relacionado aos radicais substituidos presentes
em sua molécula (sufobutil), os quais aumentam as regides hidrofobicas das moléculas de
CD pelo nivelamento da borda da cavidade e expansdo dos sitios de ligacdo com o farmaco
sem causar impedimento estérico. Nos casos de menor Ks algum efeito estérico de bloqueio,
devido a presencga de outros radicais substituintes, pode dificultar a inclusdo das moléculas
héspedes, o que poderia explicar a menor eficacia de complexacao por HP-BCD e ME-BCD.

(ASTRAY et al., 2009).

Os valores encontrados indicaram dessa forma, uma maior associagdo da AmB com
a SB-BCD seguido de HP-BCD, ME-BCD e BCD nos complexos de inclusdo obtidos.
Valores de Ks mais elevados sugerem o favorecimento da passagem do principio ativo

através da membrana celular aumentando sua biodisponibilidade.
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Outro fator importantissimo que elucida o perfil estudado € relacdo da solubilidade
das ciclodextrinas em dgua com suas constantes de estabilidade (Ks) representada na Figura

30.
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Figura 30: Efeito da solubilidade das CDs em relacdo ao Ks.

Observou-se o perfil apresentado (Figura 30) quando se relacionou a constante de
incorporacdo (Ks) com a solubilidade das CDs em dgua. Segundo Thompson (2006), a
extensdo da solubilizacdo de farmacos serd determinada pela mdxima quantidade de
moléculas de CDs que podem ser dissolvidas em &gua, pela constante de ligacdo do
complexo e pela solubilidade intrinseca do farmaco. Dessa forma pode-se justificar a maior
capacidade de solubilizacdo de AmB na SB-BCD e realizar uma relacéo entre os valores de
Ks obtidos e a solubilidade em 4gua dessas estruturas. Dessa forma constatou-se que as
alteracdes estruturais repercutem-se nas propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas
modificadas, assim, estas apresentam diferentes valores de solubilidade. Este resultado esta

de acordo com o diagrama de solubilidade (Figura 29), justificando o aumento de
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incorporacdo de farmaco em funcdo do aumento da solubilidade das CDs em 4gua o que
provavelmente promoveu a presenca de mais moléculas das CDs dissolvidas por unidades
de drea em uma razao crescente SB-fCD > HP-BCD >ME-SCD > BCD.

E ainda descrito na literatura que a magnitude das constantes de ligacdo interfere na
biodisponibilidade do farmaco. Se Ks for muito elevado uma diminuicio da
biodisponibilidade relacionado ao farmaco isolado pode acontecer e se Ks for muito
pequeno podera nédo ocorrer o efeito da CD (CARRIER et al., 2007).

Diante dos resultados de Ks obtidos para as CDs estudadas e das caracteristicas da
AmB, tais como massa molecular e estrutura, pode-se concluir que a constante para HP-
BCD e SB-BCD se encontram dentro dos parametros como efetivo. Para HP-BCD pode
considerar o valor de Ks também muito interessante diante da insolubilidade quase que
absoluta da AmB em meio aquoso. A ME-BCD e a BCD se mostraram as menos eficazes

nesse sentido correspondendo a outros resultados que serdo descritos a seguir.

5.8. INCORPORACAO DE AmB NAS MICROEMULSOES DESENVOLVIDAS
CONTENDO pCD, HP-CD, ME-BCD E SB-BCD.

As CDs sao conhecidas por permitirem a encapsulacdo molecular de farmacos com
caracteristicas hidrofdbicas, alterando-lhes a solubilidade, aumentando a estabilidade e, em
alguns casos, melhorando a biodisponibilidade. Contudo, a capacidade destes sistemas
funcionarem como sistemas de vetorizagdo de farmacos por si s6 € inexistente. Tem-se
observado a tendéncia para conjugar as potencialidades das ciclodextrinas com novos
sistemas terapéuticos, como lipossomas, nanoparticulas e microparticulas, na tentativa de
resolver as limitagcdes apresentadas por cada um deles (DALMORA et al., 2001).

Apbés a caracterizagdo fisica quimica com as MEs desenvolvidas, uma amostra foi

selecionada para a incorporacdo das CDs. Essa selecdo se deu em funcdo da determinacio
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dos didmetros médios das goticulas da fase interna, da isotropia apresentada e da
viscosidade. A amostra contém 10% de tensoativo e 5% fase oleosa, e 85% de fase aquosa
correspondendo a amostra B da tabela 3.

Para a execug¢do do experimento foi desenvolvida uma curva analitica (Figura 31)

3,5e+7 4
3,0e+7 A
2,5e+7 1

2,0e+7 1

Area (Mv/s)

1,5e+7

1,0e+7 4

5,0e+6
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Figura 31: Curva analitica da AmB em tampao, em 410nm por CLAE.

A curva forneceu a equacio da reta segundo a equacdo abaixo onde 1°=0,9980.

y=567226,93 . x+951537,88 (14)

Aplicando os valores de darea na equacdo foi possivel obter os valores de
concentracdo de AmB para cada CD testada e para o tampao.

Apesar de ser possivel incorporar fairmacos hidrofébicos em MEs e outros sistemas
de liberacdo, o éxito desta operacdo estd dependente da razdo que existe entre a massa de
farmaco e a massa de lipidio e das caracteristicas do préprio fairmaco, uma vez que este tipo
de molécula vai se acomodar na interface. Em lipossomas sabe-se que durante o processo de
incorporacdo dos complexos ocorre a liberacdo de alguma quantidade de farmaco do interior

da CD e que esse fato € dependente da sua constante de estabilidade e deve-se a competicio
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que ocorre com os lipidios da vesicula. As melhores condi¢des para a incorporagdo dos
complexos € quando os fosfolipidios que constituem os lipossomas apresentam ponto de
fusdo elevado, ou quando existe CHO em quantidades equimolares em relagdo aos
fosfolipidios. A Figura 32 mostra as diferencas na incorporacio em cada sistema

selecionado contendo diferentes CDs.

[AmEB] mg/mL

METP MEBCD ME:ME-BCD MEHP-BECD ME:SB-BCD

Sistemas de incorporagio

Figura 32: Incorporacdao de AmB em ME contendo 10% de tensoativo e 5% fase oleosa, e
fase aquosa contendo BCD, HP-BCD, SB-BCD, ME-BCD e solucao tampao fosfato 5S0mmol.
L' pH 7.4.

Legenda: ME contendo tampao como fase aquosa (ME:TP), ME contendo solu¢ao de fCD como fase aquosa, (ME:BCD),
ME contendo solu¢ido de HP-BCD como fase aquosa (ME: HP-BCD), ME contendo solugdo de ME:BCD como fase aquosa
(ME:ME:BCD)e ME contendo solu¢do de SB-BCD como fase aquosa.

A composicdo da ME estudada foi selecionada em fun¢do da MLP e a isotropia a
apresentada por essas amostras assim como sua viscosidade. As MEs estudadas (Figura 32)
contém concentracoes equimolares de CHO e FS o que permitiu a estabilidade e
incorporacdo de AmB em todos os sistemas. Assim como em resultados anteriores as MEs
contendo CDS promoveram aumento de incorporacao de AmB seguindo o mesmo perfil ja

descrito anteriormente. A SB-BCD duplicou o contetido de farmaco incorporado quando
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introduzido em MEs. E importante ressaltar que todas as CDs estudadas melhoraram o perfil
de incorporagdo das MEs proporcionando um efeito sinérgico. A BCD foi a CD que
promoveu efeito menos acentuado dentre as CDs incorporadas nas em MEs. E notdvel ainda
a HP-BCD e SB-BCD apresentaram incorporacdo de AmB em concentracdes acima da
média em relacdo a ME-BCD e BCD.

A concentracdo de AmB aumentou marcadamente com o aumento do volume de
fases da ME. O aumento da incorporacdo de AmB e em ME contendo CDs também foi
avaliada para cada CD. Como jd esperado todas as CDs aumentaram o potencial de
incorporagdo de AmB nas MEs. Entretanto a capacidade de incorporagdo apresentou mais
efetividade na presenca de SB-BCD e HP-BCD respectivamente em relagao as demais. Dessa
forma, constatou-se a efetividade dessas CDs, em especial da SB-BCD, no aumento da
solubilidade da AmB. Pode-se inferir que, devido a sua alta solubilidade, dentre outros
fatores, uma grande propor¢do de SB-BCD seguida por HP-BCD pode estar sendo utilizada
para aumentar a solubilidade da AmB nas condicdes experimentais.

Constatou-se que a solubilidade aquosa de AmB foi significativamente aumentada
pela complexac¢do com CDs em associagdo com MEs mostrando que o efeito sinérgico da
Microemulsao:CD na capacidade de incorporagdo de AmB foi um fator muito relevante
nessa andlise. Autores j4 tém investigado a prévia complexacdo de compostos hidrofébicos
com CDs para posterior adicdo em sistemas de liberacdo e consideram essa pritica uma
estratégia inteligente para aumentar de maneira ainda mais eficiente a solubilizacdo de
farmacos pouco soliveis (MAESTRELLI et al., 2005).

Diante dos resultados obtidos sugere-se que ambos ME e CDs possuem
caracteristicas muitas valiosas pela sua possibilidade de utilizacdo na solubilizacdo e

liberacao prolongada da AmB.
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Em funcdo da avaliagdo pouco satisfatéria da fCD, e da obtengdo de resultados mais
relevantes com as CDs modificadas, os experimentos foram conduzidos apenas com ME-

BCD, HP-BCD e SB-BCD.

5.9. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para analisar
diretamente a estrutura e distribuicdo dos cristais formados pelas amostras de AmB , CDs e
complexos de inclusdo com as CDs.

Fotomicrografias das amostras de AmB, das CDs e dos complexos de inclusdo com
SB-BCD e HP-BCD e ME-BCD foram obtidas (Figuras 33 a 39). Essa anélise foi realizada
tendo como propdsito, comparar os compostos puros € o0s complexos de inclusdo
liofilizados, onde é permitido visualizar o aspecto das amostras de forma global, e suas

diferencas entre si, indicando aspectos fisicos tipicos de cada uma.

Figura 33: Microscopia eletronica de varredura da AmB. Aumento de 150 e 350x.

Verificou-se para AmB (Figura 33) um tipo de estrutura bem definida, com
caracteristicas de um solido cristalino. Percebe-se ainda os tamanhos médios dos cristais em

torno de 100pm quando observado longitudinalmente apresentando variacdes médias. Assim
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como na literatura, o cristal desse farmaco apresentou-se alongada apresentando estruturas

mais volumosas em sua extremidade.

Posteriormente foram obtidas imagens da SB-BCD (Figura 34).
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Figura 34: Fotomicrografias de varredura de SB-BCD. Aumento de 350 e 500x.

As fotomicrografias da SB-BCD revelam estruturas arredondadas, bem definidas e
apresentando concavidades que sdo caracteristicas de produtos atomizados pela técnica de
“spray dryer”. A ocorréncia de concavidades na superficie das particulas estd relacionada
com a rapida evaporagdo das goticulas do liquido durante o processo de spray drying
(FAVARO-TRINDADE et al., 2010). Em relacdo as dimensodes dessas moléculas verifica-se
tamanho variado sendo bem observadas dimensdes médias de SOum.

A figura 35 mostra as fotomicrografias das amostras do complexo de inclusdo SB-

BCD:AmB e permite verificar modificagdes de morfologia.
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Figura 35: Fotomicrografias de varredura do complexo SB-fCD:AmB. Aumento de 150 e
350x.

As fotomicrografias do complexo de inclusio AmB:SB-BCD apresentaram um
padrio diferenciado das imagens das amostras isoladas. Verificou-se a presenca de
estruturas bem esféricas e de formatos regulares assim como as imagens da CD pura em
questdo. Sugere-se ainda a presenca de moléculas de AmB pela presenga de algumas
estruturas alongadas apresentando dimensdes semelhantes as citadas para o farmaco.
Entretanto € conhecido que alguns farmacos podem perder sua cristalinidade passando para
um estado amorfo quando sdo complexados com CDs, o que dificulta ou impede sua
visualizagcao (MURA et al., 2005).

Observam-se ainda sulcos na estrutura de algumas moléculas as quais podem ser
atribuidos a CD estudada. A HP-BCD (Figura 36) apresentou estrutura muito diferenciada da

SB-BCD.
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Figura 36: Fotomicrografia de varredura da HP:BCD. Aumento de 200 e 350x

Verificou-se uma estrutura de padrdo amorfo assim como encontrado na literatura

onde as mesmas nio se apresentam arredondadas, como no caso da SB-BCD. Ja para o

complexo obtido algumas observa¢des podem ser feitas (Figura 37).
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Figura 37: Fotomicrografia de varredura do complexo HP-BCD: AmB. Aumento de 100 e

350x.

As andlises por MEV facilitaram a observacdo dos cristais isolados do farmaco e

uma estrutura amorfa para as CDs isoladas. Pode-se observar alteracbes na estrutura

cristalinas da AmB, pois verificou-se da mesma maneira que nio foi possivel observa-la

assim como no complexo mostrado anteriormente. Ainda de acordo com Williams et al.,

(1998) a perda da cristalinidade é uma evidéncia da formacdo de complexos de inclusdo.
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Um fator que pode ser observado € a dimensao da estrutura do complexo que se apresentou
bem maior que a HP:BCD isolada.

Para as MEV da ME-BCD (Figura 38) e seu complexo de inclusdo com AmB (Figura
39) observou-se uma modificacdo completa no estado da CD e da AmB, fatos esses
constatados pela ndo visualizagdo do fairmaco e o aparecimento de um padrio totalmente

amorfo do complexo de inclusdo.
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Figura 39: Fotomicrografia de varredura do complexo ME-BCD:AmB. Aumento de 350x.

5.10. ANALISE TERMICA
5.10.1. CALORIMETRIA  DIFERENCIAL  EXPLORATORIA (DSO),
TERMOGRAVIMETRIA (TG) E TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (DTG)
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A calorimetria diferencial exploratéria (DSC) € uma técnica muito héabil em
monitorar e quantificar os eventos térmicos ocorridos em cada amostra e identificar a
temperatura na qual esses eventos ocorrem, porém ndo revela as causas desses eventos.
Alteracdes nas estruturas de materiais podem ocorrer por modificacdes no aquecimento
utilizando temperatura controlada. O DSC permite desenhar conclusdes em relacdo as
propriedades estruturais de uma amostra. A exata natureza dessas transicdes térmicas deve
ser acompanhada por técnicas complementares tal como difragdo de raios X para auxiliar na
diferenciacdo de perda se dgua e decomposicido de substiancias ou compostos (BUNJES &
UNRUH 2007).

Quando moléculas de farmacos sio complexadas com CDs seu ponto de fusdo
geralmente se desloca para diferentes temperaturas ou desaparecem. Os termogramas foram
analisados qualitativamente por observacdo dos eventos endo e exotérmicos em relagdao a
estabilidade térmica da AmB, de BCD, HP-BCD, ME-BCD e SB-BCD dos complexos de
inclusdao formados (Figuras 40 a 51). Para os estudos da andlise térmica da AmB e dos
complexos inclusdo curvas de DSC, TG e DTG do farmaco e das CDs foram obtidas.

A andlise da degradagdo térmica de AmB ilustrada na Figura 40 permitiu relatar a
ocorréncia de 3 eventos e suas perdas de massa. Abaixo de 100°C observou-se uma perda de
dgua caracteristica dessas andlises e posteriormente observou-se que entre 150 e
aproximadamente 500°C se processa sua degradagdo. Verificou-se o primeiro evento
endotérmico em torno de 150°C, ocorrendo perda de massa e, portanto inicio de sua
degradacdo. Observou-se que sua perda de massa total quando isolada é de
aproximadamente 80%. O segundo evento é exotérmico ocorreu entre 389 e 550°C, sendo
este o segundo ponto de degradacdo do firmaco. Ambos os eventos foram confirmados

pelas perdas de massa em TG/DTG.
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Figura 40: Curvas de DSC e TG/DTG da AmB em atmosfera de nitrogénio em taxa de

aquecimento de 20°C.min""

As curvas de DSC e termogramas de TG/DTG da HP-BCD, SB-BCD e ME-BCD

estdo mostrados nas Figuras 41 a 43.

Figura 41: Curvas de DSC e TG/DTG da HP-BCD em atmosfera de nitrogénio em taxa de

aquecimento de 20°C.min™"
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Figura 42: Curvas de DSC e TG/DTG da SB-BCD em atmosfera de N, em taxa de

aquecimento de 20°C.min"'

Figura 43: Curvas de DSC e TG/DTG da ME-BCD em atmosfera de N, em taxa de

aquecimento de 20°C.min""

Realizando uma andlise na degradacdo térmica das CDs puras observou-se trés
eventos, os quais consistem de um evento inicial em temperatura abaixo de 100°C, o qual

provavelmente € devido a perda de dgua absorvida e dgua de cristalizacdo. O segundo
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evento aconteceu em uma faixa de temperatura entre 260 e 400°C. No ultimo estdgio
ocorreu a formagdo de residuo em temperaturas acima de 400°C. E ainda possivel avaliar as

perdas de massa ao final do experimento, relacionadas a cada CD (Tabela 9).

Tabela 9: Temperaturas de degradacao e perda de massa de cada CD estudada.

CD T (°C) evento Perda de massa (%)
ME-BCD 300 a 400 90
SB-BCD 300 a 400 68
HP-BCD 300 a 400 95

A fim de se observar possiveis interagdes entre as CDs e a AmB, andlises de DSC,
TG e DTG foram realizadas para o fairmaco, para asas CDs, e os complexos de inclusdo

obtidos. A Figura 44 apresenta uma curva de TG/DTG tipica de CDs.
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Figura 44: curvas tipicas e TG de CDs em nitrogénio
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A literatura relata que as dimensdes das CDs podem variar a temperatura de
degradacdo. As CDs estudadas apresentam diferengas nas dimensdes apenas em fungio dos
radicais ligados a estrutura bésica (heptdmero). Portanto, ndo se observou grandes variacdes
em suas temperaturas de degradacio das CDs quando isoladas, apresentando a SB-fCD uma
temperatura um pouco mais baixa (TROTTA et al., 2002). As anélises das CDs e suas

derivadas ilustram os dados sendo a SB-BCD (Figura 45) a CD primeiramente avaliada.
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Figura 45: Curvas de DSC da AmB, SB-BCD e seu complexo de inclusdo. Primeiro evento

fusdo: ---- (AmB) e ---- (Complexo)

Nas curvas de DSC obtidas a partir do farmaco, CD e complexo de inclusdo, trés
eventos podem ser verificados, sendo um evento endotérmico inicial de perda de dgua, um
segundo evento que ¢ atribuido a fusdo dos compostos e um terceiro evento atribuido a
degradacdo dos mesmos. No caso da AmB observa-se em 151°C um pico atribuido a fusado
do farmaco. O terceiro evento ocorre em torno de 300°C sugerindo o inicio da degradagdo

térmica do farmaco. J4 para SB-BCD verifica-se também um evento em 262°C devido

provavelmente a sua fusfo, seguido por sua degradagdo em aproximadamente 360°C. Ja o
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complexo de inclusao obtido apresentou um pico de fusdo em temperatura intermediaria a
do farmaco e do CD pura, sendo de 254°C, sugerindo a real formacdo dos complexos de
inclusdo e maior protecdo da AmB quando a mesma estd interagindo com a CD.
Posteriormente a TG e DTG das amostras puras e dos complexos de inclus@o foram
avaliados. As TGs da AmB, da SB-BCD e do complexo foram verificados conjuntamente e

confirmam os dados de DSC (Figura 46).
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Figura 46: TG de amostras de AmB pura, da SB-BCD e do complexo de inclusdo AmB:
SB-BCD. Insert: DTG AmB, SB-BCD e complexo SB-fCD:AmB. Primeiro evento fusdo: ---
- (AmB) e ---- (Complexo).

E facilmente observado que a AmB apresenta seu primeiro evento de degradagdo em
temperatura consideravelmente inferior ao complexo SB-BCD:AmB. Em relagio a perda de
massa pode-se dizer que a da AmB isolada € de 75,8%, contrastando com o complexo que

perde 68,8% de massa em uma faixa de temperatura semelhante. Ainda € possivel relatar
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que o complexo apresenta um residuo final de aproximadamente 30% de massa e a AmB de

15%.

As analises de DSC seguidas de TG/DTG da AmB, HP-BCD e seu complexo de

inclusdo também foram realizadas e as curvas estdo dispostas na figura 47.
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Figura 47: Curvas de DSC da AmB, HP-BCD e seu complexo de inclusdao. Primeiro evento

fusdo: ---- (AmB) e ---- (Complexo)

Nos termogramas de HP-BCD e do complexo formado um perfil semelhante €
observado. Tanto a CD quanto o complexo apresentam um evento de perda de 4dgua incial
em torno de 100°C apresentando em seguida as temperaturas de fusio de 283 e 260°C para a
HP-BCD e para o complexo com AmB respectivamente.

Eventos endotérmicos relacionados a degradagdo das amostras estudadas ocorrem no
complexo em uma faixa de 450 e 520°C seguido por eventos exotérmicos em temperaturas
acima de 500°C. Através das curvas pode-se verificar que o complexo degrada em
temperatura intermedidria entre os outros dois compostos o que sugere uma interacdo real

entre o farmaco e a CD avaliada
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Posteriormente foi realizada a andlise de TG/DTG da HP-BCD e seu complexo com

AmB (Figura 48).
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Figura 48: TG de amostras de AmB pura, da HP-BCD e do complexo de inclusio AmB:HP-
BCD. Insert: DTG AmB, HP-BCD e complexo HP-BCD:AmB. Primeiro evento fusdo: ----
(AmB) e ---- (Complexo)

Nas andlises de TG/DTG € possivel visualizar que a HP-BCD e o complexo HP-
AmB tem inicio de sua degradacio térmica em temperaturas de 283 e 260°C
respectivamente e superiores a da AmB que ocorre em 151°C. Ainda como ponto positivo
verifica-se uma massa residual do complexo de aproximadamente 38,8% sendo bem maior
do que o farmaco e a HP-BCD isolada. A perda de massa real do complexo foi de 61,2%.

Posteriormente as andlises de DSC da AmB, ME-BCD e do seu complexo foram

realizadas (Figura 49).
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Figura 49: Curvas de DSC de AmB, da ME-BCD e seu complexo de inclusido. Primeiro

evento fusdo: ---- (AmB) e ---- (Complexo)

Os termogramas de DSC da ME-BCD apresentam perdas de desidratacdo
caracteristicas das moléculas e posteriormente um evento endotérmico em torno de 283°C
para a ME-BCD sendo atribuido a fusdo da CD. Dois eventos referentes ao complexo de
inclusio formado podem ser vistos, sendo o primeiro em torno de 220°C. Como nos
termogramas das demais CDs a temperatura de fusdo do complexo se mostra intermediaria
entre a AmB e a CD avaliada sugerindo da mesma forma protecdo do farmaco por possivel
interacdo com a CD. O segundo evento agora exotérmico ocorre tanto para ME-BCD como
para o complexo em torno de 375°C e sdo correspondentes a degradacdo desses compostos.

Nas andlises de TG/DTG existe a confirmacdo desses eventos e demonstracdo das

perdas de massa correspondentes a cada amostra envolvida (Figura 49).
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Figura 50: TG de amostras de AmB pura, da ME-BCD e do complexo de inclusao AmB:
ME-BCD. Insert: DTG AmB, ME-BCD e complexo ME-BCD:AmB

E importante verificar que o residuo do complexo corresponde a 17% considerando a

perda total de massa. Até aproximadamente 250°C a ME-BCD apresenta maior porcentagem

de perda de massa do que o complexo com AmB, que segue o mesmo perfil até 700°C e

mostra que a complexacdo com AmB promoveu um efeito positivo para a CD e em

temperaturas um pouco mais elevadas (até 350°C) diminui a perda de massa da AmB pura.

Em altas temperaturas as perdas de massa da AmB e do complexo sao semelhantes.

A Tabela 10 mostra as temperaturas de degradacdo e as perdas de massa observadas

em TG e DTG.
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Tabela 10: Temperaturas de degradacio e perdas de massa de cada amostra avaliada

Amostra Tdegradacio (°C) A massa (%)
Evento 1 Evento 2 Evento 3

Anfotericina B 151 a 245 245 a 303 303 a512 75,83
SB-BCD 262 a310 310a375 - 68
Complexo SB:AmB 254 a 325 325 a 450 - 68
ME-BCD 293 a 421 - 90
Complexo ME:AmB 198 a 294 294 a 425 83
HP-BCD 283 a379 - - 95

Complexo HP:AmB 220a273 327 a 424 - 61,2

Verificando os dados (Tabela 11) observa-se de forma geral que o complexo
SB:AmB apresenta temperatura inicial de degradacdo menos elevada, comparada com os
outros complexos, além de um residual de massa de aproximadamente 30%.

Essa andlise demonstrou, dentre outros fatos, uma forte interacdo entre o farmaco e
as CDs estudadas, sugerindo real formacdo de complexos de inclusdo e ainda que a
ME:AmB proporciona uma maior protecio do farmaco contra temperaturas elevadas,
diminuindo assim a possibilidade de degradacao.

A seguir foi realizada a comparacdo das DSCs da AmB e dos complexos formados

(Figura 51).
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Figura 51: Curvas de DSC de (......) AmB e (......) dos complexos de inclusido formados

A partir da andlise comparativa entre a AmB e os complexos obtidos fica explicito
que a AmB apresenta ponto de fusdo mais baixo que os pontos de fusdo dos complexos
isolados. Pode-se observar que todas as CDs avaliadas deslocam o pico de fusdo da AmB
pura e que esse resultado reflete as interacdes do fairmaco com as CDs e a eficiéncia da
formacdo de complexos de inclusdo, pois a complexagdo do farmaco com as CDs eleva os
pontos de fusdo da AmB. Esse comportamento térmico reflete a estabilidade que a
complexagdo proporciona &8 AmB. As CDs mais eficientes nesse sentido sdo a SB-BCD e
HP-BCD atribuindo essa sugestao as temperaturas de fusdo de cada amostra.

No intuito de confirmar os resultados apresentados difracao de raios X e andlise de

ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas.
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5.11. DIFRACAO RAIOS X

A difracdo de raios X foi utilizada tanto para verificar se as CDs se apresentavam na
forma amorfa ou cristalina, como para identificar a evolugdo estrutural das fases cristalinas
formadas apds a incorporacdo de AmB no sistema. De forma geral, as interagdes farmaco-
sistema desempenham um importante papel no controle da liberagdo. Entretanto, a razdo de
liberagdo de farmacos incorporados em sistemas com estrutura cristalina dependera do grau
e do tipo de estrutura cristalina formada assim como das caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco. Essas propriedades tornam possivel a utilizacdo de sistema com estrutura cristalina
como veiculos carreadores de farmacos, os quais podem ser capazes de controlar a liberacao
das substancias neles incorporados (GABBOUN et al., 2001).

Dependendo da técnica de preparacdo e conseqiientes niveis de hidratacdo, as
amostras de BCD e derivadas podem existir em diferentes formas de cristal e algumas delas
mais ou menos transformadas em outra fase sendo cristalina ou amora. O comportamento
peculiar tem sido atribuido a fenOmenos reversiveis e  irreversiveis
(CHAROENCHAITRAKOOL et al., 2002)

A Figura 52 mostra os difratogramas de AmB e SB-BCD compostos puros, e 0s
sistemas bindrios desenvolvidos compostos de AmB:SB-BCD preparados na razao molar 1:1

farmaco:CD.
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Figura 52: Difratograma de raios X de anfotericina B (AmB), Sulfobutil éter fCD (SB-
BCD), Mistura fisica (MF) e complexo de inclusdo SB-BCD:AmB.

O difratograma da AmB revelou picos de alta intensidade nos angulos de difragdo
tendo os mais acentuados em 20 = 14,24, 17,37 e 21,72 mostrando que o farmaco se
apresenta na forma de material cristalino. J4 o difratograma da SB-BCD pura demonstrou
uma natureza amorfa sem a presenca de picos cristalinos. A mistura fisica exibe os
principais picos de difracdo da AmB sobrepostos com o perfil amorfo da CD. Entretanto
esses picos desapareceram nos complexos exibindo apenas um perfil amorfo, indicando a
formacdo de complexos de inclusio (CHAROENCHAITRAKOOL et al., 2002). Tracando
uma comparagdo com os termogramas das andlises de TG/DTG, DSC e RMN que
evidenciam a formacgdo dos complexos pode-se concluir que de fato que a complexacio de
AmB com a SB-BCD foi concluida, porém com formacdo de novas fases sdlidas ndo
cristalinas, onde o firmaco perdeu sua cristalinidade.

Resultados semelhantes podem ser verificados (Figura 53) com o complexo

AmB:HP-BCD.
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Figura 53: Difratograma de raios x de anfotericina B (AmB), Hidroxipropil BCD (HP-
BCD), Mistura fisica (MF) e complexo de inclusdo HP-BCD:AmB.

Foi observado também para HP-BCD uma natureza amorfa (BADR-ELDIN et al.,
2008). Observacgoes similares foram sugeridas por outros autores tais como Bayomi et al
(2002) e Manosroi et al (2005). H4 autores que sugerem a presenca de alguns dominios

cristalinos no difratograma dessa CD. A Metil BCD apresenta padrdo semelhante ao da SB-

BCD (Figura 54).
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Figura 54: Difratograma de raios X de AmB, Metil BCD (ME-BCD), Mistura fisica (MF) e
complexo de inclusao ME-BCD:AmB.

ME-BCD mostrou um difratograma demonstrando estrutura também com padrio
difuso caracterizando estrutura amorfa. Os difratogramas das misturas fisicas analisadas
correspondem a superposicdo dos componentes puros mostrando os padrdes verificados
igualmente sendo possivel observar os picos da AmB pura de forma evidente. Entretanto
quando analisados os sistemas bindrios com os componentes complexados (AmB:CDs) um
padrao nao similar foi observado e os picos do farmaco s@o muito pouco evidentes. Embora
uma dréstica reducdo dos picos tenha sido observada e um padrio difuso tenha sido
apresentado, indicando a auséncia do farmaco, pode-se encontrar na literatura sugestdes que
a amorfizacao de farmacos pode ser uma conseqii€ncia do processo de complexacdo. Dessa

forma € possivel que os dados de raios-X ndo consigam discriminar que o sistema

complexado seja verdadeiro complexo de inclusio quando apresentado isoladamente.
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Entretanto tendo em vista os resultados das andlises de e DTG, TG, DSC, que mostram
claramente a presenca de AmB nos complexos desenvolvidos, pode-se sugerir a formacao
de novas fases sélidas ndo cristalina que podem creditar a formacdo de complexos de

inclusido (WILLIAN et al., 1998 apud BADR-ELDIN et al., 2008).

5.12. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) também tem sido muito
utilizada para a caracterizacdo dos complexos de inclusdo, através da observacdo das
mudancas que ocorrem com 0s sinais de hidrogénio ("H) ou de carbono (*C) da molécula da
ciclodextrina ou hdspede, ao estarem complexados (CONNORS, 1996). Alguns trabalhos
reportaram o uso desta técnica, pois se trata de uma ferramenta 1til nos estudos de formacao
de complexos de inclusao. Este processo vai sempre ocorrer quando existir compatibilidade
geométrica e de polaridade entre a ciclodextrina e a molécula héspede (RAMOS et al., 1999,
2003).

Durante o processo de complexacdo, os dtomos situados em dire¢do ao interior da
cavidade da ciclodextrina vao sofrer uma mudanca consideravel em torno de seu ambiente,
causada basicamente pela saida de moléculas de dgua e entrada de uma molécula de carater
apolar. O mesmo vai suceder com os nicleos da molécula héspede que serdao incluidos no
interior da ciclodextrina, passando de um meio polar (solug¢do) para um de carater apolar
(cavidade da ciclodextrina). Portanto, os sinais de RMN tanto da ciclodextrina como da
molécula a ser inclusa, terdo uma variacdo de deslocamento quimico, por estarem
envolvidos no processo de complexacdo (DJEDAINI et al., 1991).

A caracterizacdo das interacdes farmaco-sistema, através da determinacdo da
estequiometria e da constante de formacao do complexo, utiliza técnicas de RMN como uma

das mais comuns. Consiste na andlise dos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono
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(*C) ou hidrogénio ('H) pertencentes a molécula héspede e ciclodextrina, em misturas de
diferentes proporcoes [héspede]/[CD]. Os espectros de RMN da AmB (Figura 55), das CDs
e dos complexos formados estdo apresentados nas figuras a seguir e foram realizados

utilizado DMSO deuterado (DMSO-ds) como solvente.
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Figura 55: Espectro de RMN '"H AmB em DMSO-ds a S00MHz

Segundo CHOI (2008) € possivel atribuir sinais ao espectro de 'H 2 molécula de
AmB (Figura 55). Os sinais de hidrogénios dos grupos metilicos do fiarmaco foram
identificados entre 6 0,5 e 2,0 e os sinais dos hidrogénios olefinicos em torno de 6,0 Apos a
avaliacdo do espectro do farmaco, espectros das CDs estudadas, seus complexos de inclusio
também foram estudados para verificacdo das interagdes que ocorreram entre a CD e a

molécula héspede. A Figura 56 representa o espectro de hidrogénio da SB-BCD.
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Figura 56: Espectro de RMN 'H SB-BCD em DMSO-dsa 500MHz

No espectro referente a SB-BCD (Figura 56) algumas regides foram selecionadas
através de sua expansdo para uma melhor avaliacio de possiveis deslocamentos quimicos
(0) ou aparecimento de novos sinais que pertencam a molécula isolada para se obter
informacdes a respeito da complexacdo da CD com a AmB.

A primeira regido avaliada foi comparada com o complexo desenvolvido (Figura 57).
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Figura 57: Comparagdo entre as ampliagdes dos espectros de RMN 'H da SB-BCD(a) e do
complexo SB-BCD:AmB (b) em DMSO -dsem S00MHz.

Foi observado um deslocamento quimico em 6 4,58 para a CD que desloca para o
4,62 no complexo formado. Esse deslocamento pode ser atribuido a uma interacdo
molecular entre hidrogénios da molécula da AmB e grupos OH presentes da CD. Andlise em

outra regiao da molécula também pode ser discutida (figuras 58 a, b e ¢).
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Figura 58: Comparacio entre as ampliacdes dos espectros de RMN 'H da AmB(a), da SB-
BCD(b) e do complexo SB-BCD:AmB(c) em DMSO-dsem S00MHz.
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Depois de obtidos os espectros € possivel realizar uma andlise comparativa dos
espectros da AmB, da SB-BCD e do complexo de inclusdo SB-fCD:AmB formado.
Verifica-se na molécula de AmB, em uma regido de 6 0,85 a 1,10 a presenca de 4 dubletos
correspondentes aos grupos metilicos da AmB, sendo uma localizada no hidrogénio da
metila ligado ao carbono 39 do anel glicosamina da molécula e as outras trés, nos
hidrogénios das metilas ligados aos carbonos 34, 36 e 37 (ver figura 1).

Constantes de acoplamento (J) podem ser observadas através das interacdes entre
hidrogénios vizinhos. Calculando J tem-se valores de 5 (H" das metilas do C*") 6 (H" das
metilas dos C ** e C36) e 7 (H" das metilas do C39) Hz. Nessa mesma regido entre ¢ 0,80 e
0,95 nos espectros de SB-BCD e do complexo SB-BCD:AmB pode-se observar modificacdes,
as quais estdo possivelmente relacionadas com os grupamentos metilicos supracitados da
AmB. Sinais adicionais aos da SB-BCD podem ser visualizados no espectro do complexo. Na
SB-BCD encontram-se sinais em 8 0,83 e 0,90 que apresentam constantes de acoplamento de
5,0 e 7,0 Hz. Dessa forma sugere-se que os picos adicionais e algumas constantes de
acoplamento encontradas no complexo se assemelham as da AmB, sugerindo também
interacdo do farmaco com a CD nessa regido e a formacdo de complexos de inclusdao. O
mesmo tipo de avaliacdo foi realizado mediante andlise comparativa entre os espectros da

AmB com HP-BCD (Figura 59) e o complexo (Figuras 60 a, b e c).

EX z.5 2.0
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6.5 &.0 55 s.0 a5 o L0 oS

Figura 59: Espectro de RMN "H HP-BCD em DMSO-ds a S00MHz
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Figura 60: Comparacdo entre as ampliacdes dos espectros de RMN 'H da AmB(a), da HP-
BCD(b) e do complexo HP-BCD:AmB(c) em DMSO-ds a 500 MHz.
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Na avaliacdo da regido situada entre 6 0,8 e 0,9 dos espectros da AmB (Figura 60a)
com a HP-BCD (Figura 60b) e seu complexo de inclusio com AmB (Figura 60c) também
apresentou modificagdes. Verifica-se o aparecimento de sinais nos espectro do complexo em
6 0,836; 0,848 e 0,862. As constantes de acoplamento calculadas foram 7 e 6 Hz sugerindo o
aparecimento de grupamentos metilicos da AmB atribuindo esse resultado a formacdo de
interacdes das OH da CD com as moléculas de H da AmB formando também complexos de
inclusao.

D,O (dgua deuterada) é utilizada para a andlise de compostos insoliveis em
solventes organicos, como sais ou compostos muito polares. Tal solvente também € utilizado
para se confirmar a presenca de hidrogénios susceptiveis a troca isotdpica de hidrogénios
“ativos” em uma determinada amostra. O espectro de RMN 'H desta deve ser primeiramente
obtido em DMSO-d¢ e subseqiientemente, adicionam-se algumas gotas de D,0, agita-se o
tubo de RMN e o espectro de RMN-'H ¢ novamente obtido, quando se observa que os sinais
dos hidrogénios “ativos” desaparecem.

Com o intuito de tentar atribuir a interacao na regido entre é 4,0 a 5,5 a moléculas de
Hidrogénio, o solvente utilizado até entdo,0 DMSO-d¢ foi substituido por DMSO-ds:D,0
pois o deutério da dgua pode promover substituicdes com os hidrogénios das hidroxilas da

CD possivelmente presentes nessa regido (Figura 61).
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Figura 61: Comparacio entre as ampliacdes dos espectros de RMN 'H dos complexos HP-

BCD:AmB em DMSO-ds (a) em DMSO-ds:D,0 (b) a S00MHz.
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Observa-se em 0 4,75, o desaparecimento do pico que aparecia no espectro em
DMSO-d¢ (a). Quando se procede a utilizagdo de D,O como parte do solvente (b), 0 mesmo
desaparece no espectro. Esse resultado sugere que a molécula da CD promove interagdes
com a AmB nessa regido tratando-se de um hidrogénio hidroxilico. Esse resultado pode ser
extrapolado para a SB-BCD que apresenta deslocamento quimico nessa mesma regido. O
espectro da ME-BCD também foi avaliado através de andlise comparativa com o espectro de

seu complexo de inclusdo e AmB isolados (Figura 62).

1.1 1.0 oo X o7 0.6 o5 0.4 o3 0.z o1
F1 (ppm)

/

1.0
f1 (ppm}

2.0 1.9 1.8 17 1.6 1.5 1.4 1.3 12 1.1 0.9 0.8 0.7 0.6 o5 0.4 0.3 0.z 0.1

Figura 62: Comparacio entre as ampliacdes dos espectros de RMN 'H da ME-BCD(a) e
complexo ME-BCD (b) em DMSO-ds a 500MHz.
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Modificagdes importantes foram observadas pela comparacdo entre os dois
espectros. A primeira relaciona-se a presenca de um tripleto em & 1,05 no espectro da ME-
BCD, o qual também se observa no espectro do complexo, porém acompanhado de um novo
sinal em & 1,02 provavelmente oriundo dos grupamentos metilicos da AmB, ja que J foi
calculado nesse sinal apresentando valor de 7 assemelhando-se com J dos grupamentos
metilicos do farmaco. Outro dubleto que pode ser atribuido aos grupamentos metilicos do
farmaco apareceu entre 6 1,1 e 1,2 e apresenta uma constante de acoplamento de 5,
exatamente igual aquele calculado para aos grupamentos metilicos ligadas ao H" das metilas
ligadas ao C*” da AmB. Essas modificacdes ocorridas e mostradas em todos as amostras dos
complexos de inclusdo com SB- BCD, HP-BCD e ME-BCD sugerem interacdes importantes
entre as CDs e o fadrmaco e confirmam os resultados de DSC que também mostram indicios

da formacao desses complexos.

5.13. AVALIACAO DOS PERFIS DE LIBERACAO IN VITRO DE AmB DAS MES
DESENVOLVIDAS

Uma grande variedade de compostos lipofilicos pode ser solubilizada nas goticulas
das MEs, assim a solubilidade de fairmacos pode ser aumentada. A difusdo de fairmacos a
partir de goticulas de 6leo para os tecidos ocorre através da passagem do mesmo para a fase
aquosa que basicamente funciona como uma barreira devido a baixa solubilidade desses
compostos em dgua. Nesse caso MEs sdo utilizadas para retardar a liberacdo de farmacos,
sendo que a fase oleosa funciona como um reservatério. Como descrito por alguns autores a
avaliagdo da liberacdo do farmaco a partir de um sistema coloidal ndo pode ser considerada
uma tarefa simples. Existem duas maneiras para avaliar a liberagdo de farmacos a partir de
MEs sendo que a técnica de difusdo da membrana € a mais eficaz. Outros métodos

apresentam desvantagens uma vez que a ME deve ser colocada normalmente no meio

Cristina Maria Franzini



Resultados e discussdo 134

aquoso e posteriormente diluida. Desta forma, a ME n3o mantera a sua estrutura original,
pois o raio de goticulas de 6leo pode mudar e certamente as condi¢des estruturais podem se
modificar. A técnica de difusdo da membrana evita variagdes na estrutura da ME sendo esse
um dos motivos que tornam a liberagdo de farmacos adequada (WASHINGTON & EVANS,
1995).

A distribuicdo do farmaco a partir de MEs acontece entre as trés fases (6leo, dgua,
tensoativo). Assim, a diferenca inicial de concentracio do farmaco entre os meios doador e o
receptor induz a difusdo do farmaco através da membrana interposta e determina a
conseqiiente transferéncia de moléculas do fairmaco a partir de micelas do tensoativo e gotas
de 6leo ao redor de fase aquosa (SIROTTT et al., 2002).

A difusdo do farmaco das MEs pode ser explicada pela capacidade do fairmaco de
modificar o equilibrio do filme interfacial e determinacdo de uma ruptura parcial de micelas.
Este fato se da devido a uma redug@o inicial da concentracio de firmaco na fase aquosa da
ME, devido ao inicio da liberacdo. Como conseqiiéncia, as moléculas de tensoativo
originadas estdo disponiveis para aumentar a solubilidade do farmaco na fase aquosa da ME.

Alguns fatores que envolvem a liberacio de farmacos sdo:

v’ a superficie da membrana;

v a drea interfacial 6leo-dgua;

v' a 4rea interfacial da micela;

v os volumes da fase oleosa, do tensoativo, da fase aquosa e da fase receptora

respectivamente.

O processo de liberagdo da AmB a partir do sistema microemulsionado pode ser

analisado através de constantes que sio essenciais para esse estudo:
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Ky - constantes de associagao
Kf - constante de liberacio
Kp - constante de permeacgdo

e descritos através do esquema representado na (figura 63):

Al’an
Membrana acetato de celulose
K, :
:-1
Kf Kp -
Ame -— Ame ‘__. Ame

T TE Y

Onde os subscritos f, b e p referem-se as concentragdes de AmB na fase aquosa e ligada nas goticulas da fase
interna, ¢ AmB permeada no meio receptor respectivamente.

Esquema 2: Esquema do processo de liberacao de Farmacos a partir de MEs

(DALMORA et al., 2001).

O coeficiente de permeabilidade de farmacos inseridos em MEs é calculado
baseando-se na concentracdo total do farmaco nas duas fases: a interna e a externa, e propoe
os passos limitantes para que ela ocorra. No ensaio de dissolug@o “in vitro” € estabelecido
que apenas o farmaco dissolvido na fase externa da ME (aquosa) apresenta habilidade para
permear a membrana. Dessa forma as fragdes do farmaco dissolvidas na fase interna oleosa
devem ser transferidas para a fase externa antes de se difundirem no meio receptor,
podendo-se sugerir valores de K¢ menores que K, (VANDAMME, 2002). Ainda sabe-se que
se o fairmaco apresentar caracteristica hidrofébica muito baixa ele deve ser liberado das
goticulas da fase interna mais rapidamente gerando um valor de K, muito baixo
promovendo um gradiente de concentragdo mais alto no lado interno da membrana em

relacdo ao lado externo. Assim o firmaco permeia através da membrana mais rapidamente.
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Pode-se, portanto, estabelecer que a liberacdo do farmaco dos sistemas esteja
ocorrendo em duas etapas. A primeira etapa envolvendo a saida da AmB de estrutura interna
das ME 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 o meio externo. A partir desse passo a passagem do
farmaco através da membrana por difusdo, ocorre envolvendo um gradiente de concentracio
entre a fase aquosa e o meio externo.

Esse fendmeno, no processo de liberacdo da forma comercial de AmB, assim como a
anfotericina solubilizada apenas em DMSOQO, pode ser observado pois o fairmaco encontra-se
totalmente disponivel no lado interno da membrana podendo ser liberado mais rapidamente
para meio receptor. Realizando uma comparacio entre anforicin® e AmB-DMSO observou-
se um perfil de liberacdo bem mais rdpido para a forma comercial (Figura 64). Como ja
descrito anteriormente a AmB, nesse medicamento, se encontra na forma de solucdo
micelar, solubilizada por um tensoativo, apresentando dessa forma mais afinidade pelo meio
receptor que a AmB-DMSO pelo fato de o DMSO apresentar constante dielétrica mais baixa
que da dgua sendo portanto mais favoravel, promovendo um meio de maior afinidade do
farmaco.

Os sistemas emulsionados revelam um efeito importante na liberacdo da AmB tendo
ela uma compartimentalizacdo nas goticulas da fase oleosa proporcionado valores de K,
mais elevados ndo permitindo a ripida difusio da AmB para a fase aquosa. Nessas
condicdes menor concentragdo de AmB é encontrada do lado interno da membrana criando
um menor gradiente nos lados interno e externo da membrana fazendo com que a liberacio
seja mais prolongada.

Dessa forma avaliando as constantes descritas € valido ressaltar que se K for

elevado promovendo a retengdo do farmaco, entdo K < K; e a fracdo livre de AmB nio
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acumulou na superficie da membrana, sendo assim, a passagem do farmaco livre da ME
controla todo o processo de liberacdo do farmaco. De fato a presenca de ME e das CDs
principalmente SB-BCD proporcionou libera¢do prolongada “in vitro” em fungdo do tempo,
apresentando um aumento acentuado da curva de dissolucdo. Os fatores envolvidos nesses
parametros sdo os constituintes e o processo de formacgdo dos sistemas.

Como ja citado anteriormente MEs tem sido descritas na literatura como sistemas
reservatdrios permitindo liberacéo lenta de farmacos e proporcionando um efeito prolongado
para uma grande variedade de farmacos, porém é também muito conhecido que farmacos
complexados com CDs, sdo seguidos de aumento de possibilidade de liberacdo lenta das
moléculas do farmaco da cavidade das CDs (LOFTSSON & DUCHENE, 2007).

Os resultados do estudo de liberacdo “in vitro” de AmB foram obtidos a partir de seis
amostras, sendo uma em MEs contendo tampao fosfato como fase aquosa, a outra sendo a
forma comercial, o firmaco em solugdo e as demais contendo HP-BCD, SB-BCD e ME-
BCD.

Para avaliar o perfil de liberacao in vitro de AmB das MEs, foram retiradas aliquotas
do meio receptor no tempo maximo de 12 horas.

A Figura 63 ilustra o perfil de liberagdo de MEs contendo ou nao vérias CDs.
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Figura 63: Perfil de liberacdo de AmB em MEs contendo CDs a partir das médias de trés
determinagdes (ponto) e desvio padrdo (barra vertical), onde FL = farmaco livre, ME =

microemulsao, ME:ME-BCD = microemulsao:metil-fCD, ME:HP-BCD

microemulsdo:hidroxipropil-BCD, ME:SB-BCD = microemulsdo:sulfobutiléter-fCD.

Todas as formulagdes testadas apresentaram o mesmo perfil em comparacdo com o
farmaco livre e uma das formas comerciais disponiveis, o qual se encontra na forma de
dispersao micelar. Este apresentou um perfil imediato de liberagdo, quando comparado com
as amostras contendo CDs.

A Figura 64 apresenta as curvas de porcentagem de liberagdo para a molécula de
AmB em presenca e auséncia de CDs em fun¢do do tempo (720 minutos) na temperatura
25°C. Pela andlise das curvas se observa que a liberacio total da AmB (100%) em solucdo
(FL) ocorreu ap6s 240 minutos de estudo, em contraste com os resultados obtidos para a
AmB complexada, em que somente menores concentracdes destes foram liberados no

mesmo intervalo de tempo
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Percebe-se claramente que a liberacio de AmB do sistema microemulsionado
desenvolvido utilizando apenas tampao como fase aquosa e sem a adicdo de qualquer CD
(ME), ja difere do perfil de liberacdo da AmB livre ou da forma comercial.” Essa constatacio
reflete diretamente o efeito da componente hidrofébica da AmB na incorporacio na fase
oleosa da ME. Pode-se racionalizar que quanto mais intensa for a interacdo da AmB com as
goticulas de fase oleosa, mais limitada serd a liberagao.

Em relacdo a forma comercial € notdvel uma modificagido no tempo de liberagdo em
relacdo a ME em auséncia de CDs, pois a forma comercial ¢ liberada totalmente em torno
de 45 minutos e no mesmo periodo de tempo menos de 10% da concentragdo de AmB havia
sido liberada da ME.

A incorporagdo de AmB no sistema CD:AmB inserido em MEs apresentou um
grande efeito no processo de liberacdo. A andlise dos resultados mostrados na Figura 46
revelou que a adicdo do complexo CD:AmB afetou a liberagdo “in vitro” 1,77 vezes em
relacdo & ME em auséncia de CDs no caso de ME:SB-BCD. Dessa forma verifica-se uma
retencdo adicional de 16 vezes em relagdo a forma comercial. Outro fator importante, ja
mencionado em sistemas MEs, foi a retencio de AmB na fase interna desses sistemas
permitindo uma liberacdo regular sob um longo intervalo de tempo, quando comparado com
a AmB em solugéo e com a forma comercial.

Realizando uma comparagdo com os outros sistemas testados, verifica-se em 12h
uma concentracdo liberada da AmB em ME-TP, ME-ME, ME-HP e ME-SB de
respectivamente 75, 65, 53 e 42%. Esse resultado mostra a habilidade da ME como sistema
de liberacdo prolongada, e atividade potencial de cada CD num efeito aditivo da retencdo do
farmaco e de liberar prolongadamente a AmB.

Verifica-se que ha uma diferenca consideravel nos resultados comparando a ME-TP

e a ME-ME sendo que a liberacdo dessas duas amostras se processa com uma média de 10%
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de diferenca no contetido de fiarmaco. Um aumento no tempo de liberacdo de
aproximadamente 3 vezes ja pode ser observado comparando-se ME-ME em relacdo ao
farmaco livre.

Para a andlise da ME-HP verifica-se que no tempo em que o experimento foi
conduzido, um total de 53% foi liberado, ou seja, aproximadamente a metade do total
incorporado no sistema. Enquanto o farmaco livre é liberado (100%) em 4h, a AmB
incorporada em ME-HP foi liberada nesse mesmo tempo em apenas 35% de seu contetdo
aumentando o tempo em quase 3 vezes.

Os resultados ja se mostram muito mais expressivos quando se compara a liberacao
das duas amostras supracitadas com a ME-SB. Apds 12 horas, aproximadamente 42% de
AmB foi liberado nas mesmas condicdes das amostras anteriores, mostrando nitidamente um
maior aprisionamento das moléculas do farmaco na estrutura interna do sistema bindrio
desenvolvido, que compreende além das goticulas da ME, a cavidade das moléculas de CD.

O potencial de prolongamento do tempo de liberacio de AmB inserida nas
microemulsdes contendo HP-BCD, ME-BCD e SB-BCD pode ser justificado pela alta
solubilidade aquosa das CDs, podendo relacionar esse pardmetro aos valores de Ks
encontrados relacionados ao diagrama de solubilidade das CDs com AmB.

A andlise estatistica foi realizada, e através dos dados obtidos na Figura 64 onde
estdo representadas as médias e desvios padrdo de liberagdo porcentual de AmB nas MES,
sugere perfis semelhantes, mas distinguiveis quanto a porcentagem de AmB liberada.

A liberacdo néo se esgotou aos 720 minutos para as quatro MEs, tendo a anélise de
variancia indicado diferencgas significativas entre as porcentagens médias de liberacdo de
AmB (p < 0,001). Pelo teste de Tukey estabeleceu-se a seguinte ordenacdo das MES quanto

a média porcentual de liberagdo (p < 0,001): SB-BCD < HP-BCD < ME-BCD < ME-TP.
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Na verdade, essa diferenca significativa entre as quatro MEs foi comprovada a partir
de 240minutos.

Com as observagdes acima, pode-se inferir que a complexacdo do firmaco com as
ciclodextrinas contribui para o desenvolvimento de formas farmac€uticas de AmB mais
eficientes. O interesse na determinacdo do efeito das MEs associadas ou ndo a outros
sistemas farmacéuticos na liberacdo in vitro de AmB, visa a determinagdo e avaliagdo dos

parametros da formulac?o, tais como contetido de tensoativo e fase oleosa.

Cristina Maria Franzini



Conclusoes 142

6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel obter as seguintes conclusdes:

. Através da utilizacdo de FS:Tw:OS 1:1:1 como sistema tensoativo foi possivel obter
MEs O/A;
° O aumento do didmetro médio das goticulas é diretamente proporcional ao volume

de fase oleosa e inversamente proporcional a propor¢do de tensoativos € aumenta com a

incorporagdo do firmaco ao sistema;

. Os sistemas estudados se comportam como fluidos ndo Newtonianos do tipo
pseudopléstico.
° Observa-se um comportamento tixotropico para todas as amostras em todas as

proporcdes de tensoativo ou de fase oleosa, apresentando influéncia na viscosidade dos
sistemas;

° A viscosidade dos sistemas aumentou com a fragdo de volume de fase interna e de
tensoativo apresentando comportamento mais acentuado com o aumento da fase oleosa;

. A incorporagdo do farmaco alterou a viscosidade dos sistemas os quais apresentaram
indices de consisténcia mais elevados em funcio da presenca do fairmaco;

. A organizag¢do estrutural dos sistemas é mais depende da propor¢dao de CHO do que o
tensoativo, sendo mais acentuada pela incorporac¢ao do fairmaco;

° As Ciclodextrinas apresentaram grande importancia no aumento da solubiliza¢do da
AmB sendo a SB-BCD a mais eficiente seguido por HP-BCD, ME-BCD e BCD sendo esses
dados estatisticamente avaliados;

. Foi selecionada a ME contendo 10% de tensoativo, 5% de fase oleosa e 85% de fase

aquosa;
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. A incorporacdo de CDs na ME selecionada mostrou aumento no indice de
incorporacido de AmB frente 2 ME sem CD.

° As constantes de estabilidade dos complexos formados demonstraram associacdo mais
eficaz entre a AmB e HP-BCD e SB- BCD;

o A microscopia eletronica de varredura mostrou diferenciacdo nas amostras sugerindo
modificacdo no estado cristalino do farmaco;

° A Andlise térmica revelou claramente modificagdes nas temperaturas de fusdo do
farmaco e das CDs quando comparadas ao complexo formado, mostrando ainda uma maior
protecdo da AmB quando complexadas com CDs;

o As medidas de DRX indicaram a presenca de um padrio cristalino para a AmB e
amorfo paras as CDs, sendo possivel visualizar picos do firmaco na mistura fisica e seu
desaparecimento no complexo confirmando amorfizagdo da AmB e sugerindo formagio de
complexos de inclusdo;

° Andlise de RMN de H' mostrou deslocamentos quimicos nos espectros dos complexos
de inclusdo e a presenca de sinais da AmB, principalmente correspondentes aos seus grupos
metilicos nos espectros dos complexos, sugerindo eficiéncia na complexacgao;

° O perfil de liberacio de AmB dos sistemas mostrou que as MEs estudadas
comportam-se como sistemas reservatorios “in vitro”, retardando a liberacdo do farmaco,
sendo a presenca das CDs de fundamental importancia nesse parametro;

. O ensaio de liberacio mostrou que as MEs liberaram em torno de 75% da AmB
incorporada em 12h; ja ME-BCD, HP-BCD e SB-BCD apresentam potencial no na retengéo do
farmaco respectivamente no mesmo tempo de andlise, em relacio ao farmaco livre e o
anforicin®. A andlise estatistica mostrou relevincia nesses resultados com valor de

significincia de p<0,001 sendo essa evidéncia muito forte.
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* As MEs desenvolvidas contendo CD, em especial SB-fCD apresentaram grande potencial

como sistemas de liberacdo de farmacos, fato esse que conduz a continuidade das pesquisas
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