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1.

RESUMO

A zidovudina (AZT) €& um antirretroviral que apresenta baixa
biodisponibilidade devido seu intenso metabolismo pré-sistémico. A via nasal tem
sido estudada como alternativa para evitar este efeito, mas possui limitagées, como
0s mecanismos de depuragdo mucociliar, que podem ser minimizadas através do
desenvolvimento de sistemas de liberagdo mucoadesivos. O presente estudo tem
por objetivo caracterizar sistemas tensoativos visando o desenvolvimento de uma
formulagdo mucoadesiva para potencial administracdo nasal de AZT. Para isso, foi
utilizada uma microemulsao (ME) composta por alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP (PRO), acido oleico (AO) e agua. Foi testada a incorporagéo de
polimeros mucoadesivos — policarbofil (PF), carbopol 971 (C971), 974 (C974) e
quitosana (QS) na ME. Os sistemas foram caracterizados por microscopia de luz
polarizada (MLP), quantificagdo do AZT, reologia de fluxo e oscilatéria, analise do
perfil de textura (TPA) e obtengdo da forca de mucoadesdo. Os resultados
mostraram que foi possivel incorporar 0,1 % (p/v) dos polimeros e os sistemas
incorporaram mais AZT do que a solugdo aquosa. Os sistemas apresentam fluxo
newtoniano. Quando misturados ao muco artificial (MA), os sistemas tiveram G’
aumentado e houve mudanga da ME para fase hexagonal. No teste TPA, a dureza
da ME contendo PF foi a maior. Pode-se concluir que é possivel obter uma
formulagdo precursora de matriz com caracteristicas de textura e reologia
favoraveis a aplicagcédo nasal. O sistema foi capaz de incorporar o AZT e apresentou
grande potencial mucoadesivo. Esta estratégia se mostra promissora na melhora

da terapia contra a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida).
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2. .INTRODUCAO

A zidovudina (AZT), é um farmaco utilizado no tratamento da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), mas nao tem eficacia étima principalmente devido ao intenso
metabolismo hepatico ao qual é sujeito quando administrado via oral (SILVA, 2006). Por
essa razao, € necessario que se administre doses altas que acabam por provocar efeitos
colaterais graves (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Uma possivel melhoria para farmacos
que sofrem metabolismo pré-sistémico como o AZT é estudar outra via de administracao,
como por exemplo, a via nasal, que tem sido alvo de grande interesse na comunidade
cientifica (ARORA, SHARMA, GARG; 2002). Contudo, a via nasal possui limitagbes e
estas envolvem, por exemplo, a depuracdo mucociliar - um mecanismo que pode remover
rapidamente a formulagao da cavidade nasal (ARORA, SHARMA, GARG; 2002). Para que
isto seja minimizado, estuda — se alternativas que aumentem o tempo de retengcédo da
formulagdo na cavidade nasal (TURKER, 2004), e estes incluem, por exemplo, o
desenvolvimento de sistemas mucoadesivos.

Mucoadesao é um conceito que tem sido amplamente explorado, que pode ocorrer
tanto pelo aumento da viscosidade do sistema, quanto por interagdes moleculares, como
pontes de hidrogénio e interacdes eletrbnicas (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2008;
CARVALHO et al., 2010b). O principio se baseia no fato de que a adesdo aumentara o
tempo de contato do farmaco com a mucosa permitindo, assim, um aumento na sua

absorcao (ANDREWS, LAVERTY, JONES; 2008).

A literatura indica como potenciais sistemas mucoadesivos, as microemulsdes (ME)
e cristais liquidos (CL), cujas propriedades liotropicas vém sendo bastante estudadas no

ambito de sistemas de liberacédo controlada. As propriedades liotropicas destes sistemas
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resultam da formagdo de uma matriz mais estruturada e consequente aumento da
viscosidade da formulagcdo quando esta entra em contato com a agua presente no muco

(BOYD et at., 2006).

Nosso grupo de pesquisa tem verificado que sistemas compostos pelo tensoativo
alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (PRO) formam ME e CL, os quais
podem atuar como sistemas mucoadesivos devido as suas caracteristicas viscoelasticas.
ME compostas por PRO, acido oleico (AO) e agua, ao entrarem em contato com muco
artificial (MA), se transformam em CL tipo lamelar que podem resistir por mais tempo a

depuracao, devido a sua alta viscosidade (CARVALHO et al., 2010a).

Além dos sistemas tensoativos, ha na literatura muitos estudos relatando o
emprego de polimeros como promotores de mucoadesdo. Os derivados do acido
poliacrilico, como o policarbofil (PF), carbémero homopolimero tipo A (C971) e carbdmero
homopolimero tipo B (C974) e sao reconhecidos por seus mecanismos de adesao, que
incluem, por exemplo, ligacées de hidrogénio. Outro exemplo é a quitosana (QS), cuja
mucoadesdo se da por interagdes eletrostaticas (JANES, CALVO, ALONSO, 2001;
BRAVO-OSUNA, et al., 2007).

Tendo em vista o potencial que sistemas compostos pelo tensoativo PRO e
polimeros como PF, C971, C974 e QS apresentam na promogao da mucoadesao, este
trabalho tem como objetivo caracterizar as propriedades fisico-quimicas de sistemas
baseados nestes componentes, como estratégia para o desenvolvimento de sistemas

mucoadesivos para administragdo nasal do AZT.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 TERAPIA ANTIRETROVIRAL

A epidemia da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) € um dos maiores
desafios enfrentados pela saude publica, pois apresenta — se como uma infecgcao
dindmica caracterizada por uma intensa replicagdo viral, deplecdo de linfécitos CD4 e
imunodeficiéncia profunda. Felizmente, os progressos na elucidacdo da patogenia viral
bem como da base genética da resisténcia, propiciaram o desenvolvimento rapido e
racional de numerosos farmacos eficazes dirigidos contra a transcriptase reversa ou a
protease do virus da imunodeficiéncia humana, conhecido pela sigla HIV proveniente do
inglés Human immunodeficiency virus (HIV) (GOODMAN, 2006).

De acordo com o Ministério da Saude, a terapia antirretroviral deve ser iniciada
quando o paciente apresentar aspectos como: manifestacdes clinicas associadas ao HIV,
contagem de linfécitos T CD4+ abaixo de 200/ mm?, ndo apresentarem sintomas, mas
apresentarem contagem de linfécitos entre 200 e 350/mm?® (dependendo de fatores
imunoldgicos, virolégicos, motivagcdo, adesdo, etc), quando ndo é possivel o
acompanhamento frequente da contagem de linfocitos e quando ha risco de progressao
(TRABULSI, 2005; Ministério da Saude, 2006). Porém, existem objetivos e necessidades
de adesao ao tratamento que devem ser entendidas e aceitas pelo paciente antes que o
tratamento se inicie, pois alguns fatores como a ocorréncia de efeitos colaterais,
esquemas posoldégicos incompativeis com as atividades diarias do paciente, numero
elevado de comprimidos, necessidade de restricdo alimentar, falta de compreenséo da
prescricao e falta de informagao sobre as consequéncias da ma adesdo podem acarretar

em um tratamento ineficaz, falha terapéutica e morte (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
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GOODMAN, 2006). O tratamento envolve ndo somente o uso de antiretrovirais, mas
também assisténcia de exceléncia ao paciente, envolvendo medicina de familia,
abordagem de doencas cronicas e obviamente acompanhamento médico especializado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A terapia antirretroviral tem como principio a inibicdo da replicagao viral da
maneira mais completa e duravel possivel, evitando ao maximo a toxicidade, e isso requer
a administracdo simultanea de multiplos farmacos (GOODMAN, 2006). Esses farmacos
atuam diretamente no HIV e sao classificados em categorias de acordo com a agédo que
realizam junto ao virus: inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos
(ITRN), inibidores da transcriptase reversa nao-analogos de nucleosideos (ITRNN),
inibidores de protease (IP), e mais recentemente inibidores de fuséo (IF) e de integrase
(I1). A Tabela 1 mostra a relagdo de alguns farmacos utilizados na terapéutica, suas

abreviacdes e suas classificagoes.



Tabela 1: Classificagao, apresentacao e meia — vida plasmatica dos antirretrovirais.

NOME MEIA-VIDA
CLASSE GENERICO  ABREVIACAO PLASMATICA
Abacavir ABC 1,5h
Didanosina Ddl 1,6h
Inibidores da transcriptase Estavudina daT 1,4
reversa analogo de nucleotide Lamivudina 3TC 5-7h
(ITRN) Tenofovir TDF 17h

Zidovudina AZT ou ZDV 1,1h

Inibidores da transcriptase Efavirenz EFZ 40-55h

reversa nao-analogo de

nucleotideo Nevirapina NVP 25-30h
(ITRNN)
Amprenavir APV 7-10,5h
Indinavir IDV 1,5-2h
Inibidores de protease (IP) Lopinavir LVP 5-6h
Nelfinavir NFV 3,5-5h
Ritonavir RTV 3-5h
Saquinavir SQv 1-2h
Inibidores de integrase (ll) Efuvirtide ENF 3,8h

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2006; OJEWOLE et al., 2008.
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Inicialmente, utiliza — se uma combinagdo de trés farmacos, sendo dois ITRN
associados a um ITRNN ou a um IP. A associacao zidovudina/lamivudina (AZT/3TC) foi
considerada a dupla de analogos de nucleosideos de primeira escolha para compor o
esquema triplo inicial, pois o perfil favoravel de toxicidade de ambos ITRN, a facilidade de
adesdo a combinacio e a larga experiéncia com ela justificam esta opgao (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

O AZT, também conhecido como Retrovir, ZDV ou 3’-azido-3’-desoxitimidina é um
analogo da timidina (estruturas representadas na Figura 1) que possui um grupamento 3'-
azido em lugar de 3’-hidroxila (SILVA, 2006). Assim como os demais inibidores de
transcriptase reversa, o AZT age interrompendo a replicagdo viral da seguinte maneira:
ap6s entrar na célula do hospedeiro, o AZT é fosforilada pela timidinocinase em
monofosfato; em seguida pela timedilatocinase em difosfato; e, por fim, pelo nucleosideo
difosfatocinase em 5 — trifosfato de zidovudina ativo, cuja meia — vida é de cerca de 3
horas. O 5 — trifosfato de zidovudina ativo interrompe o alongamento da cadeia de DNA
viral, ao competir com o trifosfato de timidina pela sua incorporacdo ao DNA, e também
inibe fracamente a DNA polimerase — a celular e a polimerase — y mitocondrial, enquanto
o monofosfato inibe competitivamente a timedilatocinase celular. Esses ultimos efeitos
podem causar citotoxicidade e sdo os principais responsaveis pelos efeitos adversos

(GOODMAN, 2006).
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Figura 1: A esquerda, estrutura da timidina e & direita, estrutura quimica do AZT— Fonte:

BOZZ|, D’ANDREA, BRISDELLI, 2008.

CH;
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Resumidamente, a transcriptase reversa € uma enzima viral responsavel pela
sintese de DNA a partir de RNA, e é essencial para a replicagcdo do virus HIV. Neste
contexto, a insercdo de um analogo de nucleosideo impediria a continuidade da fita de
DNA e, consequentemente, impediria a replicacédo (BOZZI, D’ANDREA, BRISDELLI,
2008).

O AZT é rapidamente absorvido pelo trato gastrintestinal e sdo obtidos niveis
séricos maximos dentro de 1 hora, e possui uma meia vida de eliminacdo de 3 a 4 horas.
Possui uma seletividade proporcionada pela maior afinidade pela transcriptase reversa do
HIV do que pelas DNA polimerases humanas (SILVA, 2006). Além disso, € capaz de
ultrapassar a barreira hematoencefalica relativamente bem e também pode estar presente
no leite materno, no sémen e nos tecidos fetais (GOODMAN, 2006).

A terapia, contudo, leva em conta fatores que impedem que o AZT tenha uma
eficacia otima: possui toxicidade hematologica dose — dependente, (MAINARDES, 2007;
OH et al.,1998; THOMAS; PANCHAGNULA, 2003) biodisponibilidade de somente 60%

quando administrada via oral devido a efeitos de primeira passagem. Por isso, para que
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se mantenham niveis terapéuticos efetivos, sdo administradas altas doses que
frequentemente atingem os patamares de toxicidade, causando efeitos adversos graves
(MANDAL; TENJARLA, 1996). Sendo assim, varias estratégias tém sido desenvolvidas
para superar esses problemas e, dentre elas, os sistemas de liberacdo tém sido muito
relevantes no sentido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que
possibilitem administrar os farmacos com mais segurangca e com efeitos colaterais
minimizados (OJEWOLE, 2008).

Pode — se dizer, entdo, que a abordagem clinica da infeccdo pelo HIV e de suas
complicacdes € bastante complexa, mas com o advento da terapia antirretroviral potente,
as manifestagdes clinicas decorrentes da infeccdo pelo HIV tornaram-se menos
freqientes e houve melhora substancial do prognéstico e da qualidade de vida dos
individuos portadores. Todavia, a resisténcia viral, a toxicidade dos farmacos e a
necessidade de elevada adesdo ao tratamento permanecem como importantes barreiras
ao sucesso prolongado da terapia (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Por isso, &
importante que se invista em novas estratégias que permitam uma melhor administragao,
com reducdo das doses, diminuicdo dos efeitos colaterais e melhor esclarecimento do
paciente acerca dos riscos de uma ma adesdo ao tratamento (CARVALHO, 2010a).
Sendo assim, o presente trabalho visa desenvolver um novo sistema de liberagédo
controlada administrado via nasal, a fim de melhorar a eficacia da terapéutica no

tratamento da AIDS que inclua o uso do AZT.
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3.2 VIANASAL

Muitos farmacos (como o AZT, por exemplo), apresentam baixa biodisponibilidade
ou entdo, sdo suscetiveis a degradagao enzimatica e/ou metabolismo de pré-sistémico
quando administrados por via oral (ARORA, SHARMA, GARG; 2002). Isso gera um
grande obstaculo no que se refere a adesdao aos tratamentos envolvendo esses
medicamentos, pois resulta em posologias incompativeis (muitos comprimidos) com as
atividades diarias do paciente, além de que as altas doses podem facilmente chegar a
toxicidade (Ministério da Saude, 2006). Por essa razdo, € importante que se estude e
explore novas formas de administracdo desses farmacos como alternativas a esses
tratamentos (ARORA, SHARMA, GARG; 2002).

A via nasal, convencionalmente, é usada para a administracdo de medicamentos
para doencas locais (GAVINI et al., 2006), mas na ultima década, tem sido alvo de grande
interesse na comunidade cientifica por se apresentar também como uma rota de farmacos
de efeito sistémico, ja que constitui uma das vias mais permeaveis e vascularizadas
(ARORA, SHARMA, GARG; 2002). Além disso, mostrou — se eficiente em tratamentos de
disturbios neuroldgicos, em que o farmaco é transferido diretamente da cavidade nasal
para o cérebro (CHARLTON, et al; 2007).

Assim, o potencial da cavidade nasal (Figura 2) como rota alternativa para o
transporte de farmacos deve — se a alguns aspectos importantes como alta
vascularizagao e permeabilidade da mucosa nasal, razdes pelas quais o farmaco é capaz
de ser absorvido sem que passe pelos processos de degradagao aos quais seria sujeito
se a administracdo fosse oral. Dessa maneira, a permeabilidade da mucosa nasal € um

fator muito importante no que se refere a absor¢ao dos farmacos, e pode funcionar tanto
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por mecanismos de transporte passivo paracelular, quanto por transporte ativo ou passivo

intercelular, ou através de junc¢des aderentes e outros (ARORA, SHARMA, GARG; 2002).
Dentre algumas das caracteristicas favoraveis a permeabilidade de farmacos, pode

- se citar a anatébmica e a fisioldgica, nas quais a cavidade nasal se apresenta altamente

vascularizada, com extensa area superficial e alto volume de secrec¢des (Figura 2).

Figura 2: Tipos celulares do epitélio nasal; A- célula ciliada; B- célula ndo — ciliada; C-
células caliciformes; D- camada de muco; E- camada de sol; F- célula basal; G-

membrana basal. — Fonte: ARORA, SHARMA, GARG; 2002

A regido rica em vasos permite a umidificagdo, aquecimento e filtracdo do ar
inspirado, e fungdes como o olfato, depuragdo mucociliar e agdo do sistema imunoldégico.
Ja a grande area superficial € devido a presenca de muitas microvilosidades que
aumentam o contato com o farmaco e, por fim, a grande quantidade de secregdes que
chegam a até 15 mL por dia, em condig¢des fisioldgicas. Além disso, a permeabilidade do
farmaco pode ser afetada também, pela solubilidade do farmaco nas secre¢des, pH da
cavidade e viscosidade das secre¢des nasais. Esta ultima ocorre porque a camada de

muco sendo muito fina ou muito grossa, em termos de viscosidade, pode interromper o
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movimento ciliar alterando o tempo de contato do farmaco com a mucosa (ARORA,
SHARMA, GARG; 2002).

A via nasal possui suas limitagdes relacionadas ao seu uso na administracdo de
medicamentos. Estas envolvem, por exemplo, uma barreira enzimatica presente no muco
nasal, composta por enzimas de degradacgao (peptidases e proteases), que promovem um
efeito semelhante ao metabolismo pré-sistémico da via oral. Alguns estudos apontam o
uso de inibidores de proteases e peptidases e também o desenvolvimento de pré —
farmacos para evitar esse efeito e aumentar a estabilidade e permeabilidade dos
farmacos. Outro obstaculo é a depuracdo mucociliar, que consiste em um mecanismo
normal de defesa do organismo contra substancias estranhas aderidas a mucosa. A
depuragao limpa o muco juntamente com alérgenos, bactérias, etc; e faz a drenagem
desses residuos para o trato gastrointestinal. Por isso, quando um medicamento é
administrado via nasal, pode ocorrer sua retirada pela depuracdo em até
aproximadamente 20 minutos. Dessa maneira, a redugcao da depuragao (através de
medicamentos, mudangas hormonais, condi¢des ambientais e patoldgicas, etc) pode
aumentar o tempo de contato do farmaco com a mucosa e consequentemente, aumentar
a sua permeabilidade (ARORA, SHARMA, GARG; 2002). Para que esses problemas
sejam evitados, se estuda a possibilidade de fatores que potencializem a absor¢ao nasal,
e estes incluem, por exemplo, alteragdes nas propriedades fisioquimicas dos farmacos
(solubilidade, pKa, coeficiente de particao), estruturas que afetam a membrana da mucosa
nasal (microesferas, lipossomas e géis) (TURKER, 2004) e também os chamados

sistemas mucoadesivos (MAINARDES et al., 2006).
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A via nasal, portanto, pode ser considerada como uma alternativa promissora no
que se refere a administracao de farmacos, e, atualmente, ja se conhece seu potencial
como rota para terapias locais, sistémicas e para sistemas de liberagado controlada de
farmacos e vacinas (GAVINI et al., 2006). Devido as suas caracteristicas, pode ser capaz
de promover rapido alcance das concentragdes plasmaticas ideais € melhor atividade

farmacoldgica com menor dose, evitando o metabolismo hepatico (TURKER, 2004).

3.3 MUCOADESAO

A bioadesdo pode ser definida como o estado em que dois materiais, dentre os
quais pelo menos um €& de natureza bioldgica, sdo mantidos juntos por um periodo
prolongado de tempo através de forgas interfaciais. No caso em que um dos elementos
em contato € uma mucosa, chama-se o fendbmeno de mucoadesao (SMART, 2005).

Ao se tratar de rapida absorcdo de farmacos, as mucosas sédo alvo de grande
interesse, pois possuem relativa permeabilidade e vascularizagdo (JASTI; LI; CLEARY,
2003). O muco presente na camada epitelial das mucosas € um gel fluido composto por
glicoproteinas, dentre as quais, a mucina € a mais importante, sais inorganicos e
aproximadamente 95% de agua (SMART, 2005). As fungbes do muco variam de acordo
com o tipo de epitélio que recobre, mas em geral, protege e lubrifica o local onde se
encontra. Sua espessura pode variar de 50 a 450 um no estébmago, para menos que 1 um
na cavidade oral (SMART, 2005). A mucosa mais utilizada para administragdo e absorgéo
de farmacos € a gastrointestinal (JUNGINGER; THANOU; VERHOEF, 2006), mas outras

vias também s&o estudadas, como a ocular, bucal, vaginal, retal, oral, periodontal
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(BRUSCHI et al., 2007; HAGERSTROM, 2003; WOODLEY, 2001) e a via nasal, a qual € o
foco deste trabalho.

O alto indice de hidratagdo da mucosa, no caso, a mucosa nasal, é essencial para
o desenvolvimento dos sistemas, pois existem mecanismos mucoadesivos dependentes
da agua presente no muco, como o intumescimento de polimeros, interagdes por ligacdes
de hidrogénio ou aumento da viscosidade, como no caso de tensoativos liotropicos
(EVANGELISTA, 2006). Alguns destes mecanismos de mucoadeséo estdo dispostos a
seguir.
3.4 MECANISMOS DE MUCOADESAO

O mecanismo de mucoadesao ainda néo esta totalmente elucidado, porém, sabe-
se que normalmente ocorrem duas etapas: o estagio de contato e o estagio de

consolidagdo, como pode ser visto na Figura 3.

Figura 3: Etapas da mucoadeséo. Fonte: CARVALHO et al., 2010b.
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No primeiro estagio, a formulagdo mucoadesiva e a mucosa se tocam, havendo o
espalhamento e intumescimento do material mucoadesivo (HAGERSTROM, 2003). Ja o
estagio de consolidagdo consiste na interpenetragdo das cadeias do material
mucoadesivo e das macromoléculas presentes no muco. Em ambas as etapas de
mucoadesao ocorrem interagdes e entre a mucosa e a formulagdo mucoadesiva; logo, a
adesdo dependera da prevaléncia de interacbes atrativas, em detrimento aquelas
repulsivas. Além disso, pode ocorrer a formacdo de ligacdes tanto quimicas como
mecanicas, 0 que promove uma maior area de contato entre a formulagdo e a mucosa,

contribuindo para a adesividade (SMART, 2005).

De acordo com a literatura, existem alguns mecanismos basicos que permeiam o
fendbmeno da mucoadesao e envolvem, por exemplo, ligagbes especificas com receptores
celulares (invasinas). Ha também o aumento da viscosidade quando o sistema encontra
algum estimulo fisioldgico, chamados também de sistemas de gelificagao in situ, como os
poloxameros, goma gelana e sistemas precursores de CL; e ha também a mucoadeséao
através de interagdes eletrbnicas, como a QS, e de pontes de hidrogénio, como o0s

derivados do acido poliacrilico (SMART, 2005; CARVALHO, 2010a).

Conhecidos por sua capacidade de mucoadesao, os polimeros formadores de
hidrogéis tém sua propriedade possivelmente explicada pela Teoria da Adsor¢do, na qual
o material mucoadesivo se adere ao muco por interacbes quimicas secundarias, como
ligacbes de Van der Waals, ligagbes de hidrogénio, atragdo eletrostatica ou interagdes
hidrofobicas (HAGERSTROM, 2003; HUANG et al., 2000; LEE PARK; ROBINSON, 2000;

SMART, 2005; CARVALHO et al; 2010b). Isso ocorre devido a estes polimeros possuirem
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em sua estrutura um grande numero de hidroxilas responsaveis por intensificar as

ligacdes de hidrogénio entre a molécula e a mucosa.

3.5 MATERIAIS MUCOADESIVOS
O interesse em sistemas mucoadesivos tem levado cientistas a delinear numerosos

polimeros e sistemas para essa fungdo (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2008). Ha um
amplo emprego de polimeros derivados do acido poliacrilico, como, por exemplo, o PF,
C971 e C974 os quais sado formadores de hidrogéis. Os hidrogéis possuem alta afinidade
pela agua e sao capazes de absorver grandes quantidades de solvente: a diferenca de
pressao osmatica entre o sistema e o0 muco provoca o movimento da agua de um para
outro e o contato com a agua provoca intumescimento dos hidrogéis, limitado pelo grau de
reticulagao e entrelagamento das cadeias poliméricas (HOFFMAN, 2002).

Outro exemplo de material mucoadesivo empregado em sistemas de liberagao é a
QS, um polimero semi-sintético obtido da desacetilagdo da quitina. Este polimero tem
caracteristicas hidrossoluveis e €& carregado positivamente, fato este que explica o
mecanismo de mucoadesao da QS envolvendo interagdes eletrbnicas com os grupos
sidlicos da mucina na camada de muco, além de promover a absorcdo de moléculas
hidrofilicas pela promogédo da reorganizagdo estrutural das proteinas associadas as
jungdes intercelulares (JANES, CALVO, ALONSO, 2001; BRAVO-OSUNA et al., 2007). A
QS também é conhecida por promover a abertura transitéria das juncdes celulares,
propriedade muito explorada na promogéo da permeacéao de farmacos (ILLUM, 2007).

Dentre as novas formas de liberacdo com potencial para mucoadeséao, destacam —
se os sistemas tensoativos, que possuem também a capacidade de aumentar a eficacia

terapéutica de farmacos, permitindo a redugcao da dose administrada e minimizando
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efeitos colaterais potenciais dos farmacos (BHARGAVA et al., 1987). Alguns destes
sistemas possuem a propriedade de formar CLs altamente organizados quando em
contato com fluidos aquosos, pois sofrem mudangas em sua estrutura formando uma fase

mais viscosa (BOYD et al., 2006).

3.6 SISTEMAS TENSOATIVOS

Os sistemas tensoativos com propriedades liotrépicas sdo bastante estudados
em vista do seu potencial de formagdo de uma matriz mucoadesiva para liberagédo de
farmacos (BOYD et at., 2006).

Os tensoativos convencionais sao moléculas anfipaticas, ou seja, possuem uma
regidao polar (cabega) e uma regido apolar (cauda) (LAWRENCE, REES, 2000), e podem

ser representados como na Figura 4.

Figura 4: Moléculas de tensoativos — Fonte: LAWRENCE, REES; 2000.

Dependendo da composicéo, este tipo de sistema pode ser estruturado em ME e
CL. As ME sao sistemas transparentes, homogéneos, termodinamicamente estaveis de
dois liquidos imisciveis (geralmente agua e Oleo), estabilizados por um filme de
compostos tensoativos localizado na interface agua/éleo. A ME € conhecida por sua
isotropia (ndo desvia a luz polarizada) e fluidez, ja os CL sdo anisotropicos (desviam a luz

polarizada) e possuem caracteristicas viscoelaticas. Sua estabilidade termodinamica
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oferece vantagens sobre as dispersdes instaveis, tais como emulsbes e suspensodes,
podendo ser utilizada por um tempo muito mais amplo. Por isso, do ponto de vista
farmacéutico, os sistemas compostos por tensoativos podem fazer com que um farmaco
lipofilico seja disperso em um meio aquoso, ou vice — versa (OLIVEIRA et al, 2004).

Uma das condi¢gbes para formagdao de ME e CL é o abaixamento da tenséao
interfacial que muitas vezes nao é conseguido apenas com a adicao de um tensoativo.
Adiciona-se entdo, outra molécula anfipatica chamada de co — tensoativo, que muitas
vezes € um alcool de cadeia média (AULTON, 2005; PRISTA, 1996). Deste modo, o
sistema é estabilizado pela orientagdo termodinamicamente favoravel de cada regido da
molécula anfipatica para a fase com que ha maior afinidade, isto €, as cabecas polares
voltadas para a fase aquosa e as cadeias carbdOnicas voltadas para a fase oleosa (Figura
5), e isso resulta na otimizagdo da solvatagéo e diminuicao da energia livre. Além disso,
algumas estruturas, representadas na Figura 6, sdo formadas como resultado do arranjo
dos tensoativos e co — tensoativos. (LAWRENCE, REES; 2000).

Figura 5: Organizagédo das moléculas de tensoativo e co — tensoativo na interface
Oleo/agua. y: tensao interfacial — Fonte: OLIVEIRA et al, 2004.
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Figura 6: Tipos de estruturas micelares formadas por fase aquosa, fase oleosa e
tensoativo — Fonte: LAWRENCE, REES; 2000.

[ 3 . _- T , \ N
.5-,- | .-. _._ y -
o e '

... 'I |' .I. -:J .. "..I
[ I L, 'I'
o ®
Micela esférica Micela reversa

(i
HERHEEE
paiiidaiapiied

Fase hexagonal Fase lamelar Fase hexagonal reversa

A possibilidade de formar ME e CL depende do balangco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, determinadas ndo somente pela
estrutura quimica, mas também por fatores como temperatura, forca ibnica e co —
tensoativos. Resumidamente, pode — se dizer que a energia livre presente na formagao
das CL depende do quao capaz é o tensoativo de diminuir a tenséo interfacial do sistema,
assim como a variagao de entropia (LAWRENCE, REES; 2000). Uma das teorias
disponiveis para se explicar a formagdo destes sistemas é originada do conceito da

“Tensao Negativa Transiente na Interface”, na qual a energia livre varia diretamente com a



30

tensdo interfacial. Entdo, se a variacdo de energia livre for negativa, a emulsificagcao
espontanea sera possivel (OLIVEIRA et al., 2004). Assim, com o equilibrio hidréfilo —
lipofilo adequado, proporciona — se a condigao de maxima solubilizagado do 6leo e da agua
e a formacao das ME (MITTAL, 1999).

A escolha criteriosa dos componentes na preparagdo dos sistemas compostos
por tensoativos leva a resultados diversos, os quais podem ser analisados através de um
diagrama de fases. Isso significa que o comportamento das fases resultantes da mistura
de agua, 6leo e tensoativo pode ser visto pela preparagdo de um diagrama de fases
ternario, no qual cada eixo representa a porcentagem de um componente da formula

(Figura) (LAWRENCE, REES; 2000).

Figura 7 :llustragcdo esquematica do diagrama de fases ternario (MALMSTEN,2002)
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E importante ressaltar que nem toda combinacdo de componentes é capaz de
formar ME e CL, algumas vezes, essa capacidade €& extremamente limitada. Assim, o
procedimento mais utilizado para construir o diagrama consiste no preparo de amostras
binarias contendo diferentes proporcdes 6leo e tensoativo, e posteriormente, realiza — se
a titulagdo com pequenas quantidades de agua, seguida de agitacdo, e avaliando o
comportamento do sistema depois de cada adicdo (LAWRENCE, REES; 2000). Em
resumo, evidenciam — se as propor¢des adequadas para cada formulagdo em forma de
regides delimitadas no diagrama (AULTON, 2005).

Pode — se afirmar, portanto, que nos ultimos anos, tem aumentado o interesse na
aplicagdo de ME e CL como sistemas de liberagdo de farmacos, ja que esses sistemas
sao capazes de compartimentalizar uma substancia ativa e direciona — la aos sitios onde
devera exercer o efeito farmacoldgico, além de controlar a velocidade de liberagdao sem
alterar a estrutura quimica da molécula transportada (OLIVEIRA et al., 2004). Sao
capazes de melhorar a solubilizagao de farmacos lipofilicos em agua, fornecer protegao
contra hidrélise enzimatica e aumentar o potencial de absor¢cdo devido a presenca do
tensoativo (FORMARIZ et al, 2005).

Tendo isto em vista, nosso grupo de pesquisa vem estudando sistemas tensoativos
compostos por PRO o qual possui a caracteristica de promover mudangas de fase com o
aumento de agua (CARVALHO, 2010a). Este mecanismo vem sendo explorado como
estratégia para prolongar o tempo de residéncia do farmaco na cavidade nasal, ou seja,
promover a mucoadesdo, 0 que pode representar uma alternativa terapéutica mais
eficiente, que possibilite a administracao do farmaco com mais seguranga e com efeitos

colaterais minimizados.
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4. OBJETIVO

Caracterizar sistemas baseados no tensoativo PRO visando o desenvolvimento de

um sistema mucoadesivo de liberagao para potencial administracdo nasal de AZT .

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

v

v

Estudar a capacidade de incorporacdo de polimeros mucoadesivos como o PP,
C971, C974 e QS em MEs compostas por AO, PRO e agua (precursoras de CL em
ambiente nasal).

Quantificar o AZT nos sistemas.

Avaliar a possivel contribuicdo dos polimeros para o melhoramento das
propriedades mucoadesivas da formulagao.

Avaliar o potencial sinergismo que estes polimeros podem conferir ao sistema em
relacdo as propriedades mucoadesivas, visando o desenvolvimento de um sistema

de liberacao controlada para potencial administracdo nasal de AZT.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

5.1. MATERIAIS

Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP, Procetyl®, Croda;
Acido oléico, Synth, Brasil;

Agua deionizada Milli Q;

Carbopol® 971P, Lubrizol, Cleverland, EUA

Carbopol® 974P, Lubrizol, Cleverland, EUA

Cloreto de sdédio, cloreto de potassio, cloreto de calcio dihidratado
Mucina tipo Il crua de estdbmago suino, Sigma-Aldrich;

Mucosa nasal de porcos domésticos

Noveon® AA-1, Lubrizol, Cleverland, EUA (Policarbofil)
Quitosana

Zidovudina, Fundacgao para o Remédio Popular, FURP.
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5.2 EQUIPAMENTOS

Ultraturrax - Turratec TE-102, Tecnal, Piracicaba, Brazil

Texturdmetro TAXTplus - Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra

Centrifuga, Sorval TC 6 Du Pont

Cubetas de quartzo para espectrofotometria, capacidade 5 mL, caminho éptico

de 1 cm — Spectrocell;

e Espectrofotdbmetro de UV-VIS, Hewlett Packard 8453, com HP UV-Visivel
ChemStation Software;

e Microscopio de Luz Polarizada, Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena

e Reometro Rheostress RS1 modelo Haake, Karlsruhe, Germany

6. METODOS

6.1 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES
Os sistemas compostos pelo tensoativo PRO foram previamente desenvolvidos no

trabalho de Carvalho, 2010a e, resumidamente, sua obtengao esta descrita a seguir.

O diagrama de fases ternario foi obtido pela titulagdo aquosa das misturas
contendo o tensoativo PRO combinado com acido oleico nas proporcoes 1:9, 2:8, 3:7, 4:6,
5.5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. A agua foi adicionada pausadamente com uma micropipeta,
gotejando-se pouco a pouco um volume de 0,5 mL. Apds cada adi¢ao, os sistemas foram
homogeneizados com auxilio de um bastdo de vidro e mantidos em repouso por 24 h. No
caso de formacéao de bolhas, os sistemas foram mantidos em repouso até sua eliminacgao.

As mudancas de fases foram identificadas visualmente e o percentual (p/p) de cada
componente foi calculado e os respectivos sistemas foram preparados novamente para
serem analisados por MLP. Os calculos também foram utilizados para a construgdo do

diagrama de fases ternario, utilizado o software Sigma Plot 10.
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6.2 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS POR MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA
(MLP)

A caracterizag&o por MLP foi realizada utilizando um microscépio de luz polarizada
Axioskop 40. As amostras foram preparadas colocando uma pequena quantia do sistema
em estudo sobre uma lamina e coberta com laminula. As imagens foram obtidas num
aumento de 20.000 x.

De acordo com o campo visualizado, é possivel classificar os sistemas quanto a
isotropia e anisotropia. Sobre um plano de luz polarizada, a amostra é anisotropica se for
capaz de desviar o plano da luz incidente e isotropica se nao desviar a luz. Cristais
liquidos liotropicos lamelares e hexagonais s&o anisotropicos e sua organizagao estrutural
resulta em campos de visualizagao caracteristicos, como as cruzes de Malta no caso da
fase lamelar ou estrias no caso da fase hexagonal. Ja a fase cubica, ou mesmo sistemas
micelares, 46 MEs e emulsdes sao isotropicos e apenas um campo escuro € observado

(GOODBY et al., 1998).

6.3 AVALIACAO DA INCORPORACAO DOS POLIMEROS NO SISTEMA

Em ME compostas por 35% de AO, 55% de PRO e 15% de fase aquosa (p/v)
(Figura 7), foram incorporados os polimeros C971, C974, PF e QS. Para isso, géis destes
polimeros foram preparados em diferentes concentragdes (0,1%, 0,5% e 1% p/v) por meio
da dispersdo dos pos destes polimeros em agua. As dispersdes foram submetidas a
agitagdo magnética e o pH ajustado para 6 com trietanolamina. A QS foi dispersa em
solugado de acido acético glacial 0,75 % v/v. Todas as dispersbes foram mantidas em

agitacdo magnética até a completa homogeneizagéo.
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As dispersdes foram adicionadas nas ME como fase aquosa e foram denominadas
MEC971, MEC974, MEPF e MEQS, respectivamente para as MEs contendo C971, C974,
PF e QS. As amostras foram mantidas em agitador de tubos durante 24 horas em
temperatura controlada de 25 °C. Apds este ensaio, as amostras foram centrifugadas por
10 min a 3500 rpm para separagao do polimero nao incorporado. As amostras foram
visualizadas em microscépio de luz polarizada para verificar se a adigdo dos polimeros

alterou as caracteristicas estruturais da ME.

6.4 QUANTIFICACAO DO AZT NOS SISTEMAS

Foi desenvolvida e validada uma metodologia analitica por espectroscopia UV,
segundo o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) da Resolugédo — RE no 899 de 2003 (BRASIL,
2003). Os seguintes parametros foram analisados: curva de calibragdo, linearidade,
especificidade e seletividade, precisdo e exatidao, limite de detecgado (LD) e limite de
quantificagdo (LQ).

No ensaio de incorporacgéo, 3 g de AZT foi adicionado em 3 g de amostra e estas
foram mantidas sob agitacdo constante por 48h a 25 °C. As formulagbes foram
centrifugadas (centrifuga Du Pont, Sorvall TC 6) a 3800 rpm por 20 minutos e, com 0s
sobrenadantes, foram feitas diluicbes para quantificacdo por espectroscopia UV, em
comprimento de onda 266 nm. Os valores de concentragédo de AZT foram obtidos através
da substituicdo dos valores de absorbancia na equagao da reta obtida a partir da curva de

calibragao.
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6.5 ANALISE REOLOGICA DE FLUXO

Para os ensaios de fluxo foi utilizado o redbmetro (HAAKE RHEO STRESS 1 —
THERMO ELECTRON CORPORATION), disponivel no laboratério de Cosmetologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP. As formula¢des foram testadas a
temperatura controlada de 25 °C + 5 °C utilizando geometria de placa-placa separadas
por uma distancia fixa de 0,2 mm. Nestas condi¢des, apenas uma placa se move, criando
um fluxo laminar em camadas (SCHRAMM, 2006). As amostras foram colocadas na placa
inferior, de modo a promover o menor cisalhamento possivel, juntamente com um tempo
de repouso de 2 minutos entre cada teste, o que permite o relaxamento da tensao
induzida antes da analise. Neste ensaio, também conhecido como ensaio de escoamento,

a velocidade de cisalhamento foi variada de 0 a 500 1/s.

6.6 TESTES DE MUCOADESAQO
Os testes de mucoadeséo foram realizados com o objetivo de avaliar determinados

parametros e comportamentos das formulagcbes em um ambiente nasal simulado. Para
isso, os testes tiveram suas temperaturas controladas a 32°C (temperatura do ambiente
nasal) e, para alguns testes, foi adicionado as amostras, muco artificial (MA), composto
por 8 % (p/v) de mucina, 7,45 mg/ml de NaCl, 1,29 mg/ml KCl e 0,32 mg/ml de

CaCl2.2H20 e pH ajustado para 6 (CALLENS et al., 2003), na proporgao (1:1v/v).

6.6.1 COMPORTAMENTO DE FASES NO AMBIENTE NASAL SIMULADO
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As MEs adicionadas com os polimeros PF, C971, C974 e QS foram
misturadas com MA na propor¢do 1:1 e as mudancas de fase dos sistemas foram

observadas através de MLP.

6.6.2 CARACTERIZACAO DA MUCOADESAQO POR REOLOGIA OSCILATORIA

Os sistemas foram misturados com MA na proporgao 1:1 (v/v) e submetidos a
analise oscilatéria a 32°C. Assim, foi possivel estudar as mudancas reoldgicas dos
sistemas quando entram em contato com o muco. O teste de oscilacao realizado foi o de
varredura de frequéncia. As formulacdes foram estudadas com solicitacbes oscilatérias
para determinar a evolugao dos modulos de armazenagem (G’) e de perda (G”) em fungéo
da frequéncia (0,01 Hz a 30 Hz) a uma tensao de amplitude oscilatéria fixa de 1 Pa, obtida

a partir da regido viscoelastica linear.

6.6.3 CARACTERIZACAO DA MUCOADESAO POR ANALISE DO PERFIL DE
TEXTURA (TPA)

Para a caracterizagdo mecanica dos sistemas misturados ao MA, foi utilizado um
analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra), disponivel no
departamento de Farmacos de Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
no modo TPA. (Texture profile analysis). Neste, a prova analitica (10 mm de didmetro)
desce a uma velocidade constante de 1 mm/s, entra na amostra a uma profundidade
definida (10 mm), e volta até a superficie a uma velocidade de 0,5 mm/s. Apds este

primeiro ciclo, a prova permanece em repouso por 5 s, quando entdo inicia a segunda
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compressao. Durante estes dois ciclos foi possivel obter valores de dureza da amostra,
trabalho de adeséo, trabalho de compressao e coeséo.
6.6.4 ENSAIO DE OBTENCAO DA FORCA DE MUCOADESAO

A mucoadesao dos sistemas foi avaliada através da medida da forga necessaria
para remover as formulagdes a partir de uma mucosa artificial ou animal, utilizando um
texturbmetro TAXTplus (Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra), equipamento este que
possui um braco moédvel, no qual é possivel adaptar a mucosa. Em tempos pré-
determinados, formulagcdo e mucosa podem ser separados a uma velocidade constante
até a ocorrer a separagao entre as superficies. Durante toda a medida, é obtida a curva
forgca-tempo, com a qual é possivel obter o trabalho de adesao — area sob a curva durante

a fase de separacao.

Foram utilizados dois modelos de mucosa, um artificial e outro animal. O modelo de
mucosa artificial utilizado foi um disco de mucina (crua, tipo Il de estbmago suino, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha) preparado através da compressao direta de 250 g do po6
em maquina de compressao. A mucosa animal utilizada foi obtida de porcos domésticos
provenientes de abatedouro local e preparada segundo a metodologia adaptada de
Hagerstrom, Paulsson e Edsman (2000). As cavidades nasais foram separadas através
de uma incisdo ao longo do septo nasal, a mucosa foi removida com auxilio de uma pinga
e tesoura cirurgica e mantida em banho de gelo imersa em muco artificial até o momento
da analise. No momento da analise, foram avaliados o pico de mucoadesao (Pa) e o
trabalho de mucoadesao (Ta), ou seja, a area sob a curva determinada durante a fase de

destaque entre a formulagao e a mucosa.
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7. RESULTADOS

7.1 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES
A Figura mostra o diagrama de fases obtido no estudo de Carvalho 2010a, em que

ME foi o sistema escolhido para caracterizagdo. Este sistema possui caracteristicas
liotrépicas adequadas ao estudo, pois sua diluicdo aquosa promove a mudancga de fase
para CL. Assim, esta transformacgao foi explorada como ponto de partida para o estudo e

desenvolvimento de sistemas mucoadesivos.

FIGURA 8: Diagrama ternario de fases obtido no estudo de Carvalho (2010a). (SM) muco
artificial, (LC) Cristal liquido, (1,2 e 3) formulag¢des estudadas.
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7.2 AVALIACAO DA INCORPORAGAO DOS POLIMEROS NO SISTEMA

Ja sdo presentes na literatura muitos estudos que utilizam polimeros como meio de
aumentar as propriedades mucoadesivas de formulagdes (VYAS et al., 2006a; 2006b;
VYAS, SHAHIWALA, AMIJI; 2008) e, da mesma maneira, nosso estudo procurou avaliar o
comportamento de alguns polimeros em relagdo a sua contribuicdo para formulagdes
previamente desenvolvidas por Carvalho et al., 2010a. Sendo assim, foram escolhidos os
polimeros C971P, C974P, PF e QS que, neste teste, foram analisados quanto a suas
capacidades de incorporagao nos sistemas tensoativos.

Como resultado, somente a menor concentragdo (0,1%) manteve os sistemas
limpidos, transparentes e estaveis (Figura 9a). Sendo que a analise em MLP identificou
um campo escuro, caracteristico de ME (Figura 9b), e isso é bastante importante para a
estabilidade da formulacdo. Obteve-se turbidez na incorporacdo de concentracdes
maiores (0,5% e 1%) de PF, C971 e C974, como mostra a Figura 10a, e precipitacdo no
caso da QS (Figura 10a e 10b), o que pode significar que houve desestabilizacdo dos

sistemas tensoativos (Figura 10c) ao incorporar concentragées maiores.
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Figura 9: Ensaio de incorporagao do PF, C971 e C974 nos sistemas tensoativos.
a) Amostras com concentragdes 0,1%, 0,5% e 1% com turvacao nas
duas ultimas.
b) MLP da amostra de 0,1% revelando campo escuro, caracteristico de ME.

Figura 10: Ensaio de incorporacao da QS nos sistemas tensoativos. a) Amostras com
concentragdes 0,1%, 0,5% e 1% com precipitacdo nas duas ultimas. b) Precipitacdo nas
amostras de maior concentragdo. ¢) Microscopia de luz polarizada das amostras de 0,5%

e 1% revelando desestruturacédo do sistema.

7.3 QUANTIFICACAO DO AZT NOS SISTEMAS ESCOLHIDOS
Foi necessaria a construcdo de duas curvas de calibragdo: uma para amostras

contendo componentes oleosos (ME, MEPF, MEC971, MEC974, MEQS, AO), que foi feita

solubilizando as amostras em etanol, e outra em agua para as demais amostras com
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componentes hidrossoluveis (PRO, PF, C971, C974, QS). Os parametros que validaram

ambas as curvas estio resumidos abaixo

v' Curva de calibragdo em etanol: y = 0,0335x +0,0795, cujos coeficientes de variagdo
da inclinacdo e do y-intercepto foram, respectivamente, 7,33% e 7,57%. A
linearidade foi constatada pelo coeficiente de determinagao r2= 0,9978.

v' Precisdo e exatiddo: os coeficientes de variagdo foram menores que 5% e os
valores de recuperacao obtidos estdo dentro dos limites estipulados pela ANVISA

(2003), como pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2: Calculo da precisdo e exatiddo do método de quantificagdo do AZT nos
sistemas tensoativos dissolvidos em etanol por espectroscopia UV.

Concentracao

teérica de AZT Media DP CE,V Recuperacao (%)
(ug/mi) (%)

(ug/ml)

20 1991 094 471 99.56

35 31.62 131 416 90.34

50 4767 253 530 95.34

v Limite de detecg¢do (LD) e de quantificagdo (LQ): as trés curvas de calibragdo
obtidas para o calculo do LD e LQ foram:
y =0,0335x + 0,0795; r? = 0,9953;
y =0,0336x + 0,0746; r* = 0,9898;

y =0,0380x + 0,0683; r* = 0,9939.



43

Com as trés curvas calculou-se o desvio padrdao dos y-interceptos
(DPyintercepto = 0,005615) e a meédia das inclinagbes (M inclinagdo = 0,0350).
Substituindo-se estes valores nas equagdes (1) e (2), o LD e LQ obtidos foram de 0,481

pMg/mL e 1,603 ug/mL, respectivamente.

op %3
LD=—""""___  (Equagéo 1)

inclinagdo

DPy—int ercepto x 10 ~
LO = (Equacgao 2)

inclinagdo

v' Curva de calibragdo em agua: y = 0,0331x +0,0512, cujos coeficientes de variagdo
da inclinacdo e do y-intercepto foram, respectivamente, 1,36% e 9,70%. A
linearidade foi constatada pelo coeficiente de determinagao r2= 0,9981.

v' Precisdo e exatiddo: os valores obtidos estdo dentro dos limites estipulados pela

ANVISA (2003), como pode ser visualizado na Tabela 3.

Tabela 3: Calculo da precisao e exatiddao do método de quantificacdo do AZT nos sistemas
tensoativos dissolvidos em agua.

Concentracao Média

tedrica de (ug/ml) DP CV (%) Recuperacao (%)
AZT (ug/ml) 9

20 3.01 022 7.41 120.25

35 9.82 0.37 3.75 98.21

50 40.75 218 5.34 101.88
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v Limite de detecg¢do (LD) e de quantificagdo (LQ): as trés curvas de calibragéo

obtidas para o calculo do LD e LQ foram:

y =0,0331x + 0,0492; r? = 0,9959;
y =0,0326x + 0,0569; r? = 0,9958;
y =0,0335x + 0,0476; r* = 0,9991.

Com as trés curvas calculou-se o desvio padrao dos y-interceptos (DPyintercepto=
0,0049) e a média das inclinagdes (Minclinagdo = 0,0331). Substituindo-se estes valores
nas equacdes (1) e (2), o LD e LQ obtidos foram de 0,45 pg/mL e 1,50 pg/mL,
respectivamente.

Com as metodologias desenvolvidas e validadas, foi possivel quantificar a
concentragao de AZT incorporada nos sistemas tensoativos e construir a Tabela _.

A partir desta analise, foi possivel verificar que as ME cujas fases aquosas foram
substituidas pelas dispersdes dos polimeros PF, C971, C974 e QS mostraram valores de
incorporagado do AZT (demonstrados na Figura 10) menores, mas semelhantes aos da ME
pura, o que pode ser explicado pelo mecanismo de intumescimento dos polimeros. Os
polimeros hidrofilicos possuem a propriedade de aumentar a viscosidade quando em
contato com a agua, o que ocorre devido ao grande numero de hidroxilas presentes em
suas estruturas. Isto faz com que, na formulagdo contendo polimeros, as moléculas de
agua sejam ocupadas por ligacdes de hidrogénio com as hidroxilas dos polimeros e haja

menos agua disponivel para solubilizagdo do AZT.
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Tabela 4: Ensaio de incorporacdo do AZT nas
formulagdes e seus componentes isolados

Amostras AZT incorporado em mg/ml DP

ME 35.17 1.06
MEPF 28.74 1.37
MEC971  36.59 1.43
MEC974 25.84 1.37
MEQS 14.20 0.78
PRO 33.69 0.27
AO 4.16 0.30
PF 20.11 0.63
Co71 20.89 0.35
C9a74 12.87 0.82
QS 17.72 0.76

7.4 ANALISE REOLOGICA DE FLUXO
O ensaio de fluxo permite caracterizar o comportamento do liquido como

newtoniano ou nao-newtoniano. No caso do fluxo ser newtoniano a viscosidade nio é
afetada pela taxa de cisalhamento e, quando o liquido ndo apresenta este

comportamento, € considerado ndo-newtoniano.

A correlagédo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento esta
representada na Figura 10 e mostraram que as MEs possuem comportamento
newtoniano, ou seja, nao tem a sua viscosidade alterada em funcdo da taxa de
cisalhamento, pois descreve uma reta na curva de fluxo. Além disso, a incorporacao de
polimeros mucoadesivos ndo afetou o comportamento de fluxo e continuaram a descrever
uma reta na curva. Isto descreve um resultado satisfatorio, pois para permir a

administracao nasal, o sistema deve ser liquido suficiente para permir seu gotejamento.
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Figura 11: Reogramas de fluxo da ME e o efeito da substituicdo da fase aquosa por
dispersdes dos polimeros mucoadesivos.

7.5 TESTES DE MUCOADESAO

7.5.1 COMPORTAMENTO DE FASES NO AMBIENTE NASAL SIMULADO
Nesta avaliacdo, as MEs contendo PF, C974, C971 e QS foram misturadas ao MA

na propor¢ao 1:1 (v/v) para simular o momento em que a formulagao entra em contato
com o muco na cavidade nasal. Sabe-se que o mecanismo de bioadesdo das MEs
estudadas consiste basicamente no aumento da viscosidade promovido pela mudancga de
fases destes sistemas. Logo, € importante que o contato com a agua do MA promova esta
transformacéo.

Os resultados obtidos (Figura 11) sao promissores, pois em todas as MEs
contendo os polimeros houve a mudanca de fase microemulsionada para fases
hexagonais, tipicamente mais viscosas. Isto significa que as formulagdes séo sistemas
potencialmente formadores de CL quando em contato com o muco e a presenca dos

polimeros néo interferiu nesta propriedade.



Figura 12: Efeito do MA nos sistemas tensoativos analisados por MLP.

47



48

7.5.2 CARACTERIZACAO DA MUCOADESAO POR REOLOGIA OSCILATORIA

Por definicdo, G’ ou mdédulo de armazenamento, indica que a energia de tenséo é
temporariamente armazenada durante o teste, porém pode ser recuperada mais tarde,
representando o comportamento semelhante ao de um sodlido. Ja G” define um
comportamento no qual a energia utilizada para iniciar o fluxo é irreversivelmente perdida,
sendo transformada em calor de cisalhamento, caracteristica marcante de amostras

liquidas (SCHRAMM, 2006).

Com a adicdo do MA as formulagbes, houve mudanca de fase das MEs para
estruturas tipicas de CL e consequentemente houve um aumento na viscosidade dos
sistemas. Portanto, os resultados G’>G” indicaram maior resisténcia da formulacdo a
deformacao. Isso significa que a transformacao das formulagdes fez que com os sistemas
passassem a ter um comportamento mais semelhante ao de sdlidos do que ao de liquidos
que era caracteristico da ME, em que G'<G”. Assim, pode-se dizer que os sistemas
possuem sinergismo reoldgico que, em outras palavras, descreve um aumento do modulo
elastico de uma amostra com muco em detrimento a outra isolada. Os graficos da Figura

12 mostram os resultados deste teste.
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Figura 13: Efeito da adicdo do MA nas propriedades viscoelasticas dos sistemas
microemulsionados. Simbolos fechados: G’; simbolos abertos: G”.



7.5.3 CARACTERIZAGCAO DA MUCOADESAO POR TPA

N&o foi possivel realizar uma comparagéao entre as formulagées sem muco, pois
o teste exige que uma forgca de resisténcia seja estipulada, afim de que a prova
analitica comece a fazer as medi¢des a partir do contato com a amostra e, no caso
das ME sem muco, o sistema permanece liquido, sem impor a resisténcia
necessaria para o teste. Ao adicionarmos o MA, a formacdo do CL permitiu a
andlise no texturbmetro, uma vez que o aumento da viscosidade impde a
resisténcia necessaria para o teste. Como mostra a Figura 13, os parametros de
compressibilidade e adesividade, as formulagdes ME e MEQS foram as que
obtiveram os maiores valores, seguidas MEPF, MEC974 e MEC971.

A compressao representa a forca necessaria para comprimir a amostra a partir
do momento em que a prova entra em contato com a mesma. E o valor do trabalho,
calculado através da area sob a curva obtida durante todo o ciclo de entrada da
prova na amostra. Observou-se uma diminuicdo da forca de compressao quando
foram adicionados os polimeros a ME. Apesar da adicdo dos polimeros nao ter
interferido na mudanca de fase da ME, houve a formagao de uma estrutura menos
rigida, que permitiu a diminuicdo da forca de compressdo das amostras, o que
pode ter ocorrido devido a interferéncia dos polimeros na formacédo da fase
hexagonal, ou seja, a estrutura do CL se formou, porém com deficiéncias
provocadas pelos polimeros que tornaram o sistema nao tao rigido, a ponto de
tornar esta caracteristica visivel nos valores de compressao.

O mesmo comportamento foi verificado no caso da adesdo, sendo que estes

parametros puderam ser relacionados, uma vez que o0 aumento da
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compressibilidade foi sempre acompanhado pelo aumento da adesdo. A adesao é
descrita como a area negativa presente na curva for¢ga x tempo formada durante a
primeira compressao, e representa o trabalho requerido para vencer as forgcas
atrativas entre a superficie da prova e a amostra. Houve a diminui¢cdo dos valores
de adeséao das formulacdes com o polimero em relagao a ME, o que possivelmente
pode ser explicado pelos valores de coesao, também representados nos graficos
da Figura 13.

A coesdo € a taxa em que a amostra se desintegra sob uma agdo mecanica, ou
seja, mede a interagdo que as moléculas da amostra possuem entre si, logo,
quanto maiores as forgas de interagdo entre as moléculas da formulagdo, menor
sera a interagdo com a prova, o que diminui os valores de adesao.

Na Figura 13, constam os valores de dureza, que € definida como o pico de
forca maxima necessaria para penetrar na amostra, obtida durante a primeira
compressao. A analise mostrou valores de comportamento semelhante aos de
compressao e adeséo, e isso se deve ao aumento da rigidez dos sistemas devido a
formacdo da matriz cristalina. A exceg¢ao foi a formulacdo contendo PF, que
mostrou uma dureza bastante elevada. Porém, a dureza é verificada pelo teste
como a medida de apenas um unico ponto e, por isso, para se avaliar a rigidez de
um sistema, sdo utilizados outros parametros, que possuem maior robustez, como

a compressibilidade (medida através da area) ou os parametros reoldgicos.
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Figura 14. Parametros obtidos na caracterizagdo mecanica por teste TPA para as
amostras de ME pura e contendo polimeros mucoadesivos.
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7.5.4 ENSAIO DE OBTENCAO DA FORCA DE MUCOADESAO

Os resultados obtidos foram organizados em graficos representados na da Figura
14. O pico de mucoadesédo (Pa) e o trabalho de mucoadesao (Ta) ndo diferiram muito,
tanto com o disco de mucina como com a membrana mucosa. Também n&o houve
diferenca significativa entre as formulagdes, com excec¢éo do resultado da ME+PF testada
em disco de mucina, que mostrou resultados muito maiores.

A diferenga da formulacdo contendo PF pode ser explicada pelos outros
parametros obtidos nos testes anteriores, ja que esta formulagdo MEPF+MA obteve altos
valores de G’ nos testes de reologia e altos valores de dureza no teste TPA.

E importante que sejam testados diferentes modelos de mucosa para que o
mecanismo de mucoadesao seja bem compreendido. Neste caso, pode-se sugerir que a
mucoadesao ocorra através do aumento da viscosidade promovido pela mudanca de
fases e pelo sinergismo reolégico e, como todas as ME demonstraram o mesmo perfil de
sinergismo reoldgico, os valores dos parametros de forga mucoadesivos foram
semelhantes. De acordo com a literatura, sabe-se que a ligagdo mucoadesiva pode
ocorrer também através de interacbes moleculares da formulagdo com a mucina. No caso
do teste com o disco, a mucina encontrava-se em excesso, 0 que pode ter favorecido este
tipo de ligacdo com o PF, ou seja, pode ser sugerido que este polimero tem uma maior
afinidade pelas moléculas presentes na mucina, mostrando maiores valores de

mucoadesao.
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Figura 15: Ensaio de mucoadesdo dos sistemas tensoativos misturados com MA,
utilizando mucosa artificial (disco de mucina) e animal (mucosa nasal suina) feita atraves
do

texturébmetro.

8. DISCUSSOES
O objetivo do presente trabalho foi caracterizar sistemas baseados no tensoativo

PRO, visando o desenvolvimento de um sistema mucoadesivo de liberagao para potencial
administracdo nasal de AZT. Como estratégia, foi utilizado um sistema previamente
estudado por Carvalho, 2010a composto pelo tensoativo PRO e capaz de formar
diferentes mesofases devido ao seu comportamento liotropico em presenca de fase
aquosa. A partir deste sistema, estudou-se o mecanismo de mucoadesdo em seus
diferentes aspectos, além dos testes abordarem também se a incorporacédo de polimeros

hidrofilicos ndo mudariam as propriedades liotropicas do sistema.
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A primeira analise foi o comportamento de fases realizado por Carvalho, 2010a,
que construiu um diagrama de fases ternario relacionando as quantidades de agua, AO e
PRO. Foi identificado um ponto em que as quantidades promoviam a formacéo de um
sistema limpido, transparente e fluido caracterizado por uma ME adequada para
administracdo nasal. Neste ponto, a diluicdo aquosa resulta na formagcdo de uma matriz
mais viscosa de CL e este comportamento foi abordado, uma vez que 0 mesmo pode
ocorrer in vivo, quando a formulagédo entra em contato com a agua presente no muco da

cavidade nasal.

O teste seguinte avaliou o comportamento de polimeros hidrofilicos quando
incorporados ao sistema ME. O PF, a QS, o C971 e o C974 foram incorporados
adequadamente ao sistema somente na concentracdo de 0,1%. Apesar da baixa
quantidade de polimero, as formulagdes se mantiveram estaveis e pbde-se notar
diferencas significativas no que se refere as propriedades adesivas da formulacio
avaliadas nos experimentos posteriores.

Foi avaliada a capacidade de incorporacdo do AZT nas formulagdes. Estas foram
comparadas com agua. Os resultados mostraram que os sistemas incorporaram mais AZT
do que a solugdo aquosa. O que € uma vantagem no que se refere a sistemas para

administragcédo nasal, pois um pequeno volume deve conter a dose administrada.

A caracterizacao reoldgica de fluxo testou a formulacdo ME sem os polimeros e,
posteriormente, com a adicdo dos mesmos e permitiu uma analise do comportamento das
formulagdes em relagcdo ao seu escoamento e taxa de cisalhamento. A formulacdo ME
descreveu um fluxo newtoniano, ou seja, o escoamento é fluido como o de um liquido e

sua viscosidade nao € alterada com o cisalhamento. Além disso, a adicdo dos polimeros
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nao alterou esta propriedade. Isto se mostrou muito importante em termos de
administracdo, pois a fluidez pode promover maior conforto ao paciente no momento da

administracao.

A caracterizacdo da mucoadesao pode ser realizada pela associagao de diversas
técnicas, como os testes reoldgicos em associagdo ao texturbmetro. As condigbes
experimentais de ambos sado diferentes e as técnicas podem ser complementares. A
reologia e o teste TPA investigaram as mudangas do sistema na presenca do muco. No
entanto, estas técnicas ndo deram informagdes no que ocorre na interface sistema-
mucosa, pois as duas fases — muco e formulagdo — foram misturadas previamente ao
experimento. Desta maneira, o texturémetro foi adaptado para medir a forca mucoadesiva
criando-se artificialmente uma interface entre formulacdo e mucosa (JONES, LAWLOR,
WOOLFSOON. 2002; EXPONENT LITE, 2009).

Na avaliagdo do comportamento de fases das formulagdes em ambiente nasal, os
resultados foram positivos, pois todas as formulagdes sofreram mudancas para fases
tipicamente mais viscosas e a adicdo dos polimeros nao interferiu nesta propriedade. Isto
mostra que as formulacdes sao potencialmente formadoras de CL em ambiente nasal
simulado e o aumento da viscosidade pode contribuir para aumentar o tempo de
permanéncia da formulacdo na cavidade nasal.

Posteriormente realizou-se a avaliagdo da mucoadesao por reologia oscilatéria. Foi
observado que os polimeros nao interferiram no aumento de G’ promovido pelo MA, no
teste de sinergismo reoldgico, o que representa uma caracteristica positiva, pois nao
muda a capacidade da ME de mudar de fase quando em contato com o muco. Esta

caracteristica € essencial para a formulagdo, uma vez que o potencial mucoadesivo da
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ME consiste justamente no aumento da viscosidade, que faria com que a formulacéo

permanecesse por mais tempo na cavidade nasal, resistindo a depuracéo.

Ja no teste TPA, a adicdo de polimeros na fase aquosa do sistema ME foi
interessante, ao passo que a incorporacao permitiu 0 aumento de parametros mecanicos,
como a dureza no caso do sistema MEPF e MEQS. O que se esperava era que a
presenca dos polimeros nas formulacdes representasse um aumento na mucoadesao. E
os resultados mostraram que a adigao dos carbédmeros C971 e C974 e da QS resultou em
uma mucoadesdo semelhante a da ME, porém, no caso do PF, esta capacidade foi
aumentada, mostrando que a incorporagao deste polimero pode favorecer a mucoadesao
do sistema. Ja a ME+PF mostrou altos valores de pico e trabalho de mucoadeséao no teste
com o disco de mucina, o que pode ser explicado pela possivel interacdo que o PF tem
com as moléculas de mucina, além dos valores de G’ do MEPF+MA que também se

mostraram elevados.

Pode-se sugerir, portanto, que os sistemas de liberacdo, baseados no tensoativo
PRO s&o sistemas potenciais para o uso em via nasal, pois possuem caracteristicas de
incorporacao do farmaco, parametros reoldégicos e-parametros mecanicos favoraveis. Este
estudo demonstrou que a via nasal € uma alternativa promissora e que é possivel
aumentar a eficiéncia da terapéutica de um farmaco através do desenvolvimento de um

sistema de liberacdo mucoadesivo.

Através desta pesquisa foi possivel pensar em uma rota alternativa para a
administracdo de AZT, aplicando as propriedades liotrépicas de um tensoativo e

explorando suas propriedades mucoadesivas. O estudo permitiu identificar um sistema no
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qual a solubilizagdo do AZT é maior do que nas formulagdes existentes no mercado, o
que se torna uma grande vantagem, pois seria necessaria uma menor quantidade de
formulagdo para administrar a mesma quantidade de farmaco. Com este trabalho foi
possivel adaptar técnicas fisico-quimicas convencionais como reologia e teste TPA para
mensurar um efeito biolégico como a mucoadesao. Logo, este trabalho pode ser um ponto
de partida para futuros estudos que desejam desenvolver sistemas mucoadesivos em

geral.

9. CONCLUSAO
De acordo com os experimentos realizados, pode-se concluir que € possivel

delinear sistemas compostos pelo tensoativo PRO com caracteristicas fisico-quimicas e
reologicas favoraveis a administragéo nasal. Segundo os resultados obtidos, os polimeros
mucoadesivos PP, C971, C974 e QS puderam ser incorporados nas MEs e, além disso,
estes polimeros se mostraram eficazes na formulagdo por nao interferirem em
propriedades importantes do sistema, como a mudanca de fase microemulsionada para
fase hexagonal e o comportamento de fluxo. O PF foi capaz de aumentar
significantemente alguns parametros mecanicos e reolégicos, como a dureza, e moédulo
de armazenamento. Isso torna estes polimeros, em especial o PF, aptos a serem
utilizados em associagdo com sistemas tensoativos de liberagao controlada de farmacos e
potenciais aliados na pesquisa de uma formulagcdo que melhore as condicbes de
administracéo e terapia.

Com os resultados obtidos foi possivel atingir o objetivo deste trabalho em
caracterizar potenciais sistemas tensoativos para administracdo nasal de AZT, além de

avaliar o comportamento destes sistemas quando combinados com polimeros hidrofilicos.
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Este estudo se mostrou importante e abre caminho a novas perspectivas para o
desenvolvimento de sistemas e novas formulagdes que melhorem a terapia e o tratamento

da AIDS.
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