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RESUMO

A zidovudina (AZT) & o farmaco de primeira escolha no tratamento da AIDS, mas
sofre metabolismo pré-sistémico e possui efeitos adversos dose-dependentes. A via
nasal € uma alternativa que pode promover a rapida absor¢céo do farmaco e evitar o
metabolismo pré-sistémico. Porém, ela possui mecanismos de depuragdo mucociliar
que pode eliminar rapidamente a formulagdo da cavidade nasal. Sistemas de
liberagdo mucoadesivos podem aumentar a fixagdo da formulacdo, controlar e
aumentar a absor¢cao de farmacos através da mucosa nasal. Sistemas compostos
por tensoativos podem formar estruturas liquido-cristalinas in situ e promover a
mucoadesdo. O objetivo deste trabalho foi desenvolver sistemas precursores de
cristais liquidos compostos pelo tensoativo alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP (PPG-5-CETETH-20) para administragdo nasal do AZT. O
comportamento de fases dos sistemas foi investigado pela construgéo de diagramas
de fases binarios e ternarios combinando o tensoativo com agua e fosfatidilcolina ou
acido oleico. As amostras escolhidas foram caracterizadas por microscopia de luz
polarizada (MLP), reologia, anélise mecénica e de obtencédo da forca mucoadesiva
utilizando texturbmetro. Foram realizados estudos de permeacdo ex vivo e testes
pré-clinicos em ratos. Os resultados mostram que é possivel obter um sistema
composto por PPG-5-CETETH-20/ acido oleico/agua com escoamento adequado
para administragdo nasal e alta capacidade de solubilizagdo do AZT. A mistura do
sistema com muco artificial forma uma matriz liquido-cristalina com caracteristicas
reologicas, perfil de textura e forca mucoadesiva adequados para promover a
mucoadesdo na cavidade nasal. O ensaio de permeacéio utilizando mucosa nasal
suina mostrou que a formulagc&o nao retém a liberacdo do AZT e aumenta o fluxo J
(0,871 ng/min.cm) e o coeficiente de permeabilidade K, (8710,3 cm/min) em relagao
a solugéo aquosa (J =0,046 pg/min.cm e K, = 460,0 cm/min). Os estudos pré-
clinicos mostraram que o sistema precursor de cristal liquido administrado via nasal
resulta num perfil de concentragcédo plasmatica do AZT semelhante a administracao
intravenosa da solugdo aquosa, alcangando um Cp,ax (2445,1ng/mL) maior e muito
mais rapido (Tmax = 6,67 min) que a administracdo oral do xarope comercial (Tpax =
33 min). Portanto, esta plataforma tecnolégica representa uma potencial ferramenta
para liberacao sistémica do AZT e outros antirretrovirais, proporcionando novas

bases para o tratamento da AIDS.
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ABSTRACT

Zidovudine (AZT) is the first choice drug for AIDS treatment, but it undergoes
presystemic metabolism and exhibits dose-dependent side effects. The nasal route
is an alternative that promotes the rapid absorption of the drug and avoids its
presistemic metabolism. However, the mucociliary clearance mechanism can rapidly
eliminate the formulation from the nasal cavity. Mucoadhesive drug delivery systems
may raise the fixation of the formulation, control and increase AZT absorption
through the nasal mucosa. Systems composed of surfactants can form in situ liquid
crystalline structures and promote the mucoadhesion. The objective of this work was
to develop liquid crystal precursor systems composed of the surfactant
polyoxypropylene (5) polyoxyethylene (20) cetyl alcohol (PPG-5-CETETH-20) for the
nasal administration of AZT. The phase behavior of the systems was investigated by
the construction of binary and ternary phase diagrams combining the surfactant with
water, phosphatidylcholine or oleic acid. The chosen samples were characterized by
polarized light microscopy (PLM), rheology, and mechanical analysis and by obtation
of the mucoadhesive force using a texturometer. It was performed ex vivo drug
permeation studies and pre-clinical tests in rats. The results showed that it is
possible to obtain a liquid system composed of PPG-5-CETETH-20/ oleic acid/ water
with high capacity for AZT solubilization. The mixture of the system with artificial
mucus forms a liquid crystalline matrix with suitable rheological characteristics,
texture profile and mucoadhesive force for promoting the mucoadhesion in the nasal
cavity. The permeation assay using porcine nasal mucosa showed that the
formulation does not retain AZT release and increases the flux J (0.871 pg/min.cm)
and the permeability coefficient K, (8710.3 cm/min) in relation to the aqueous
solution (J = 0.046 pg/min.cm and K, = 460.0 cm/min). The pre-clinical studies
showed that the liquid crystal precursor system administered by nasal route results
in a plasmatic AZT concentration similar to the intravenous administration of the
aqueous solution, reaching a higher Cpax (2445.1ng/mL) and a faster Tax (6,67 min)
than the oral administration of the commercial syrup (Tmax = 33 min). Therefore, this
technological platform represents a potential tool to the systemic release of the AZT

and other antiretroviral drugs, providing new bases for AIDS treatment.
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1. INTRODUGAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, mais conhecida pelo termo
em inglés, AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) é uma doenca
infecciosa muito grave que desafia mundialmente a saude publica (UNAIDS,
2009). Os antirretrovirais tém controlado a doenca e aumentado a sobrevida
dos pacientes. A zidovudina (AZT) € o farmaco de primeira escolha no
tratamento da AIDS devido a sua eficacia e perfil toxicolégico favoravel, porém,
quando administrada pela via oral, sofre extensivo metabolismo pré-sistémico,
0 que reduz sua biodisponibilidade. Sao necessarias altas e frequentes doses
para atingir uma concentragéo plasmatica efetiva, favorecendo o surgimento de
efeitos indesejados os quais sdo dose-dependentes, como anemia e supressao
da medula 6ssea (BRASIL, 2006).

Muitos estudos exploram novas vias de administragdo para modificar o
perfil de absor¢cdo dos antirretrovirais, pois vias alternativas podem evitar
problemas relacionados as barreiras fisiolégicas que a via oral apresenta
(OJEWOLE et al., 2008). A via nasal tem sido muito explorada para
administracdo de farmacos buscando-se uma acgéo sistémica, pois ela promove
uma rapida absorcéo e evita o metabolismo pré-sistémico (ARORA; SHARMA;
GARG, 2002; CALLENS et al., 2003; ILLUM, 2003; 2007; 2012; MAINARDES
et al., 2006; 2007; 2009; 2010; UGWOKE et al., 2005; VYAS et al., 20063;
2006Db).

Apesar das vantagens apresentadas pela via nasal, ela possui algumas
limitacbes, como a rapida eliminagdo da formulacdo pelo mecanismo de
depuragdo mucociliar (MARTTIN et al.,, 1998). Sistemas de liberagdo de
farmacos mucoadesivos podem promover a fixacao e aumentar a absorgao do
farmaco, processo que nao aconteceria se 0 mesmo fosse administrado em
formulagbes convencionais (UGWOKE et al., 2005). O crescimento destes
estudos esta relacionado a evolugao da tecnologia farmacéutica, que possibilita
uma maior facilidade no delineamento de novas formulagdes que possibilita a
utilizagdo de outras vias de administracdo (ANDREWS; LAVERTY; JONES,
2008).

Os sistemas mucoadesivos promovem um contato mais intimo entre a

formulagcdo e o local de administracdo por ligagbes fracas como interagdes
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eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio, pela difuséo e interpenetracdo das
cadeias poliméricas ou pelo aumento da viscosidade quando o sistema
encontra algum estimulo fisiolégico, chamado também de sistema estimulo-
sensitivo ou de geleificagédo in situ (HE, KIM, LEE, 2008; CARVALHO et al.,
2010b; SMART, 2005). Os sistemas estimulo-sensitivos sio faceis de
administrar devido a sua baixa viscosidade, mas, apds a aplicacao, eles sao
transformados em sistemas de maior viscosidade, responsavel pela fixacdo da
formulagéo no local desejado (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2008).

Sistemas denominados como precursores de cristais liquidos (BOYD et
al., 2006) sao sistemas compostos por tensoativos liotrépicos com alto grau de
organizacdo e podem ser projetados para serem formados in situ apds a
administracdo (MALMSTEN, 2002). Alguns sistemas compostos por
tensoativos em presenca de baixa concentracao de agua sao liquidos, como as
micelas ou microemulsdes reversas. O aumento da fase aquosa pode causar a
maior orientacdo e empacotamento das micelas, resultando nas estruturas
nanoestruturadas liquido-cristalinas, como as fases lamelares, hexagonais e
cubicas (FLORENCE, ATTWOOD, 2003). Estas fases podem promover a
fixagdo da formulacdo e o controle da liberagao do farmaco (SHAH; SADHALE;
CHILUKURI, 2001).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado as propriedades
bio(muco)adesivas de sistemas nanoestruturados compostos pelo tensoativo
alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (PPG-5-CETETH-20)
(CARVALHO et al., 2010a; CARVALHO et al., 2012). Resultados in vitro tém
mostrado que este tensoativo em contato com fluido nasal simulado (FNS)
forma fases liquido-cristalinas reologicamente mais elasticas e adesivas,
apresentando um grande potencial como veiculo mucoadesivo para
administracao nasal do AZT (CARVALHO et al., 2010a).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver sistemas de liberagao
nanoestruturados mucoadesivos precursores de cristais liquidos para promover
a absorgado nasal do AZT, os quais foram avaliados por testes de permeacgao
ex vivo e ensaios pré-clinicos em ratos. A estratégia utilizada foi o
comportamento de fases liotropico do tensoativo PPG-5-CETETH-20, que

permite a formacao de cristal liquido em contato com fluidos fisiol6gicos. A
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formagdo da matriz liquido-cristalina na cavidade nasal pode favorecer o
contato da formulacdo com a mucosa, promovendo a permeacao e absorgao
intranasal do AZT. A investigacdo desta nova plataforma tecnolégica pode

contribuir assim para a criagao de alternativas ao tratamento contra AIDS.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tratamento atual da AIDS e seus problemas

A AIDS e a infecgao pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana, conhecido
como HIV (Human Immunodeficiency Virus), sdo problemas mundiais de saude
publica. Dados da UNAIDS (2009) indicam que ha cerca 33,4 milhdes de
individuos infectados e em 2008 foi relatado aproximadamente dois milhdes de
mortes relacionadas a doenca. Em comparagcao a periodos anteriores, estas
estatisticas vém diminuindo gragas ao maior nimero de pessoas com acesso
ao tratamento (UNAIDS, 2009).

A AIDS pode estar associada as escolhas individuais e ao estilo de vida,
as questdes de género e as condigdes sociais, mas também pode ocorrer
definitivamente sem escolha, especialmente no caso de criangas que nascem
de mées portadoras do HIV (KASENGA, 2011). Gragas aos avangos cientificos
e o0 surgimento da terapia antirretroviral, a expectativa e a qualidade de vida de
pacientes HIV positivos tém aumentado significativamente. A partir de 1990
houve um aumento tanto no conhecimento sobre a doengca como nas
alternativas para o tratamento, o que provocou uma mudancga no seu perfil
epidemiologico. Na metade dos anos 90, o avangco das pesquisas
farmacolégicas e a chegada dos antirretrovirais inibidores de protease deu
inicio a uma nova era do tratamento, internacionalmente conhecida como
HAART, sigla proveniente do Inglés Highly Active Antirretroviral Therapy
(GEOCZE et al., 2010).

A HAART tem melhorado consideravelmente os resultados clinicos e o
controle da doenca, além de diminuir a taxa de mortalidade, resultando numa
maior qualidade de vida dos pacientes. Apesar disto, a HAART apresenta
efeitos adversos severos, como fadiga, nausea, vOmitos, diarreias e
lipodistrofia. Estes sintomas contribuem para a ndo adesdo do paciente ao
tratamento, resultando na diminuicdo da contagem dos linfécitos T CD4,
tolerancia contra os antirretrovirais, falha no tratamento e surgimento de
infecgcbes oportunistas (GEOCZE et al.,, 2010). Além disto, muitos
antirretrovirais sofrem extensivo metabolismo pré-sistémico e s&o instaveis em

meio gastrointestinal, resultando em baixa biodisponibilidade. A meia vida da
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maioria dos farmacos anti-HIV é curta e frequentes administragdes sé&o
requeridas para manter o efeito, complicando o esquema terapéutico. Outra
limitagdo da atual HAART é a ineficiéncia dos regimes terapéuticos em
erradicar o HIV de certos compartimentos inacessiveis do organismo, como
sistema nervoso central (SNC), sistema linfatico e macrofagos. Para eliminar o
HIV destes reservatérios, sdo necessarias altas doses, as quais contribuem
para a severidade dos efeitos adversos (OJEWOLE et al., 2008).

Os antirretrovirais s&o classificados em categorias como inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores da
transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN), inibidores de
protease (IP), e mais recentemente inibidores de fusdo (IF) e de integrase (ll).
Estes farmacos sdo administrados em terapia combinada, conhecida como
coquetel. Eles adiam o inicio dos sintomas da doenga, diminuindo o ritmo da
reducdo das células de protecdo do sistema imunoldgico, mas, ainda assim,
ndo conseguem eliminar o HIV do organismo (BRASIL, 2006).

Recomenda-se que a terapia se inicie combinando trés farmacos. A
escolha do esquema terapéutico mais adequado vai depender da apresentagéo
de intolerancia, contagem da carga viral, toxicidade, uso concomitante com
outros medicamentos, gravidez, entre outros fatores. A Tabela 1 apresenta os
esquemas terapéuticos sugeridos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006)
levando em consideragao o perfil favoravel de toxicidade dos farmacos e sua

eficacia.

2.2. Zidovudina (AZT)

O AZT foi sintetizado pela primeira vez em 1964, originalmente
destinado para o tratamento do cancer, mas que ndo apresentou eficacia
apropriada. Em 1985, sua atividade contra o HIV foi demonstrada e, devido a
gravidade do espalhamento da AIDS, seu uso como antirretroviral foi aprovado
pelo FDA, mesmo sem a observacao de todos 0s passos necessarios para sua
regularizagédo (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008).
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Tabela 1 - Sugestbes terapéuticas para a terapia antirretroviral. Fonte: BRASIL,
2006.

Esquema Farmacos

12 escolha AZT+lamivudina+efavirenz'
AZT+lamivudina+indinavir/ritonavir
AZT+lamivudina+lopinavir/ritonavir

AZT+lamivudina+nelfinavir?

22 escolha (contra Estavudina+lamivudina+efavirenz’
indicacdo ao AZT®)  Estavudina+lamivudina+indinavir/ritonavir
Estavudina+lamivudina+lopinavir/ritonavir

Estavudina+lamivudina+nelfinavir?

Alternativa (contra Tenofovir+lamivudina+efavirenz'
indicagédo ao AZT e Tenofovir+lamivudina+indinavir/ritonavir
estavudina®) Tenofovir+lamivudina+lopinavir/ritonavir
Considerar outros esquemas antiretrovirais, em funcao

da possibilidade de exposigao a virus resistente.

1. O efavirens ndo deve ser utilizado em mulheres gravidas ou com possibilidade de
gravidez durante o periodo de quimioprofilaxia, pela possibilidade de efeito teratogénico.

2. A dose do nelfinavir € de 9 ou 10 comprimidos/dia, entretanto pode ser o medicamento
de escolha para gestantes.

3. Contraindicagdo ao AZT entendido como: hemoglobina < 8,0 g % e/ou contagem de
neutréfilos < 500/mm?®.

4. Contraindicagdo a estavudina entendido como: pancreatite e/ou neuropatia periférica.

5. O tenofovir pode ser indicado em casos de intolerancia ou resisténcia presumida ao AZT
e a estavudina para maiores de 18 anos e que ndo tenham lesao renal prévia, embora
haja menor experiéncia clinica de seu uso em situagcdes de profilaxia pds-exposicéo
ocupacional ao HIV (em relagdo ao uso de AZT). Para seu uso, deve-se considerar

também a dificuldade logistica e incremento potencial no custo.
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Inicialmente, o AZT era administrado sozinho em doses muito elevadas,
em intervalos de quatro horas, mesmo durante a noite, provocando sérios
efeitos adversos. Atualmente, a dosagem é bem menor, administrada trés
vezes ao dia, melhorando assim a qualidade de vida do paciente. Na maioria
das vezes, ele é combinado com outros antirretrovirais para prevenir a mutacao
do HIV em formas resistentes (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008).

O AZT é um nucleosideo analogo da timidina (Figura 1) que, assim
como os outros inibidores de transcriptase reversa, interrompe a replicagdo do
HIV pela inibicao desta enzima. Ele tem mostrado ser extremamente benéfico
na diminuicdo da progressdo da doenga e na supressdo da transmisséo
materno-fetal do virus. Por isto, o AZT é o farmaco de primeira escolha para
compor a HAART (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008).

Figura 1 - Estrutura quimica da timidina (a) e do AZT (b).

(a) (b)

HO N

Contudo, seu uso é limitado por induzir os pacientes HIV positivos a uma
toxicidade severa ap6s o uso prolongado. Os efeitos adversos sé&o

relacionados predominantemente as células progenitoras da medula 6ssea,
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manifestando-se como anormalidades hematopoiéticas severas (D’ANDREA;
BRISDELLI; BOZZI, 2008).

Seu mecanismo de acgdo se inicia por sua fosforilagdo no interior das
células pela enzima timidina-quinase em AZT monofosfato, que por acédo da
timidilato-quinase celular, se converte em difosfato que, por sua vez, é
convertido em trifosfato por outras enzimas celulares n&o especificas. O
trifosfato de AZT torna-se um substrato da transcriptase reversa que passa a
incorpora-lo na formacao do DNA viral, bloqueando o término na cadeia, pois a
enzima nao reconhece o seu grupamento 3’-azido, evitando a formagédo da
ligacdo 5-3'-fosfodiéster. A competicdo do AZT pela transcriptase reversa do
HIV é aproximadamente 100 vezes maior do que para a DNA alfa-polimerase
celular, o que da certa seletividade do farmaco as células infectadas
(GOODMAN; GILMAN, 2006).

O AZT é absorvido rapido e quase totalmente pelo trato gastrointestinal,
ap6s administragdo oral; entretanto, devido ao rapido metabolismo pré-
sistémico, sua biodisponibilidade é de aproximadamente 65%. A administracdo
juntamente com alimentacg&o pode diminuir o indice e a extensao da absor¢éo.
O AZT atravessa a barreira hematoencefalica e atravessa a placenta,
alcangando, na crianga, niveis plasmaticos semelhantes aqueles observados
no adulto. A ligacdo do AZT no plasma é baixa, cerca de 30 a 38%. Seu
metabolismo da-se principalmente por glicuronizacdo hepatica, em que se
forma rapidamente o seu principal metabdlito inativo, 3'-azido-3'-desoxi-5'-0-D-
glicopiranurosol-timidina, que nao inibe a replicacdo do HIV. Em adultos com
funcéo renal normal, a meia-vida do AZT por via oral € de cerca de 1 hora
(variando entre 0,8 e 1,2 horas) (GLAXOSMITHKLINE, 2008).

Devido ao seu metabolismo, baixa biodisponibilidade e baixa meia vida
plasmatica, para manter os niveis terapéuticos efetivos, &€ necessario se
administrar altas doses de AZT, que frequentemente alcangam niveis
plasmaticos téxicos, levando aos seus efeitos adversos graves, que sado dose-
dependentes. Portanto, uma reducdo da dose total administrada reduziria a
severidade desta toxicidade (MAINARDES, 2007). Desta maneira, a busca por
novos sistemas de liberacdo que vise uma liberacdo mais direcionada e

controlada do AZT é extremamente importante para melhorar sua eficacia.
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2.3. Novas alternativas para o tratamento da AIDS e a contribui¢cdo da

nanotecnologia

Atualmente, ndo s&o encontrados muitos estudos envolvendo a pesquisa
de novos farmacos para o tratamento da AIDS (HAWKINS, 2010), porém
muitos pesquisadores tém focado o desenvolvimento de novos sistemas de
liberagdo, os quais podem melhorar a eficacia tanto de novos farmacos como
dos ja existentes (OJEWOLE et al., 2008).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos
antirretrovirais com o objetivo de reduzir a frequéncia das doses e melhorar a
adesdo ao tratamento da AIDS tem se tornado complementar ao
descobrimento de novos farmacos (SOSNIK et al., 2009). Na década passada,
houve uma exploséo no interesse em se desenvolver estes novos sistemas de
liberacdo (OJEWOLE et al., 2008) e uma evidéncia disto € o surgimento de
varios artigos de reviséo sobre o assunto nos ultimos dois anos (GEOCZE et
al., 2010; GUPTA; JAIN, 2010; HAWKINS, 2010; NEVES et al., 2010; SOSNIK
et al., 2009, WONG et al.,, 2010), os quais eram dificeis de encontrar
anteriormente.

Dentre as novas pesquisas envolvendo sistemas de liberacdo de
farmacos antirretrovirais, ha uma tendéncia em se aplicar os avangos da
nanotecnologia. O conceito basico para se empregar a nanotecnologia envolve
a habilidade destes sistemas em compartimentalizar e modificar algumas
propriedades dos farmacos no ambiente fisiolégico, sem alterar a estrutura da
molécula. Através da associacdo dos antirretrovirais com sistemas
nanoestruturados, as propriedades que governam a liberacdo sao
determinadas pelas propriedades fisico-quimicas do sistema, € ndo mais pelas
propriedades do farmaco em si (NEVES et al.,, 2010). Estas propriedades
incluem protecdo do farmaco incorporado contra o metabolismo, aumento de
tempo de permanéncia no organismo e a possibilidade de direciona-lo para
sitios especificos, como células e oOrgdos especificos. Todas estas
propriedades permitem pensar na reducdo da dose e melhora dos regimes
terapéuticos, com menores efeitos adversos e maior adesédo do paciente ao
tratamento. Além disto, ha a possibilidade de incorporar diferentes

antirretrovirais que compdem o coquetel no mesmo sistema de liberagao, o
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qual pode contribuir para simplificar o esquema de administracao (NEVES et
al., 2010).

Apesar da pesquisa de novos sistemas de liberagdo para terapia
antirretroviral ter crescido recentemente, a maioria dos estudos ainda se
encontram na fase de pré-formulagéo ou na fase pré-clinica. Mesmo assim, o
potencial para melhorar o tratamento da AIDS através do emprego da
nanotecnologia é evidente (CARVALHO; MAINARDES; GREMIAO, 2011). Por
isto, este presente trabalho visa contribuir com as pesquisas nesta area.

Com objetivo de solucionar os problemas relacionados a baixa
biodisponibilidade oral dos antirretrovirais, alguns estudos exploram novas vias
de administracdo que podem evitar problemas relacionados as barreiras
fisiolégicas que a via oral apresenta (OJEWOLE et al.,, 2008). A via nasal
comecgou a ser explorada em nosso grupo de pesquisa pioneiramente por
MAINARDES (2007). Nestes estudos, nanoparticulas de acido polilatico (PLA)
e blendas PLA-PEG (polietilenoglicol) foram desenvolvidas e os resultados
mostraram que elas séo eficientes em evitar a ativagdo de células fagociticas
(MAINARDES et al., 2009). Além disso, elas aumentaram a meia vida e
biodisponibilidade do AZT (MAINARDES et al., 2010). Além destes estudos,
uma extensa reviséo sobre sistemas de liberagdo nanoestruturados aplicados a
terapia antirretroviral pode ser encontrada em trabalho recentemente publicado
(CARVALHO; MAINARDES; GREMIAOQ, 2011). A Tabela 2 resume os tipos de
sistemas encontrados, os materiais e antirretrovirais empregados e o0s
principais resultados atingidos.

Como pode ser visto na Tabela 2, os sistemas mais encontrados s&o
lipossomas e nanoparticulas poliméricas. As vias de administragdo mais
testadas sdo a oral, a injetavel, a subcutanea e a transdérmica, além de
estudos que testam atividades celulares in vitro. A administracdo de
antirretrovirais pela via nasal, até o presente momento, tem sido explorada
apenas por nosso grupo de pesquisa, com o desenvolvimento das
nanoparticulas poliméricas e sistemas compostos por tensoativos,
apresentando ja alguns resultados promissores (CARVALHO et al. 2010a;
MAINARDES et al., 2010).
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2.4. Anatomia e potencial da via nasal para liberacdo sistémica de

farmacos

A anatomia da via nasal € composta pela regido mais externa do nariz, o
vestibulo nasal, que abrange aproximadamente 15 mm, estendendo-se das
narinas até a valvula nasal, com um comprimento de cerca de 60 mm e um
volume de 20 mL, que chega até a nasofaringe. A cavidade nasal esta dividida
verticalmente, em quase toda a sua extensao, pelo septo nasal. Suas paredes
apresentam trés dobras ou recortes denticulares conhecidos como cornetos ou
conchas nasais. Estas dobras aumentam significativamente a area superficial
(160 cm?), em comparac&o ao seu volume (300 pL). A Figura 2 representa a
anatomia da cavidade nasal. Sua elevada area superficial e abundante
vascularizagao subjacente tornam esta via um local ideal para absor¢céo de
farmacos (AULTON, 2005).

O epitélio da mucosa nasal € composto em sua maioria por uma
membrana que contém uma mistura de células colunares, calciformes e basais.
As células colunares presentes no terco anterior do epitélio sdo células néo
ciliadas, enquanto que as restantes sao ciliadas. Os cilios sdo pequenas
projecdes piliformes localizadas sobre a superficie exposta das células
epiteliais. Cada célula contém em torno de 300 cilios, que medem entre 5 e 10
pm de comprimento e 0,1 a 0,3 ym de didmetro. Esses cilios ondulam em ritmo
uniforme, com uma frequéncia de 10 Hz. Sua funcao é facilitar o movimento do
muco da cavidade nasal para a nasofaringe e, finalmente, para o trato
gastrointestinal. O efeito combinado desses cilios € denominado depuracéo
mucociliar. O tempo estimado total de reposicdo do muco varia de 10 a 15
minutos, aproximadamente, sendo a meia vida de depuragdo mucociliar
estimada em 20 minutos, e a taxa de depuragdo em torno de 5 mm/min. A
depuragcdo mucociliar € basicamente uma funcéo de defesa, mas que constitui
uma barreira a absorgao de farmacos (AULTON, 2005; HAGERSTROM, 2003;
ILLUM, 2003).

Flavia Chiva Carvalho



REVISAO DA LITERATURA

33

Figura 2 — Anatomia da cavidade nasal (Fonte: RAl et al., 2012).

A camada de muco tem, normalmente, uma espessura de 5 a 20 um
(AULTON, 2005) e consiste principalmente em 95 % de agua, 2 % de mucina,
1 % de sais, 1 % de outras proteinas como albuminas, imunoglobulinas,
lisozimas e lactoferrinas, e menos que 1 % de lipideos. As moléculas de
mucina sdo responsaveis pela caracteristica viscosa do muco (DAVIES;
VINEY, 1998). E produzido diariamente cerca de 1 a 2,0 L de muco nasal, o
qual consiste em duas camadas, uma intimamente aderida a mucosa e mais
geleificada e outra mais externa, fracamente aderida e soluvel (UGWOKE et
al., 2005).

A via nasal tem recebido especial atengdo como rota promissora para
liberacdo sistémica de farmacos, sobretudo de peptideos e farmacos que
sofrem metabolismo pré-sistémico e, por isso, tornou-se um tema importante
de pesquisa (AULTON, 2005; ILLUM, 2003; MAINARDES et al.,, 2006). Seu

epitélio com numerosas microvilosidades e grande area de superficie facilita a
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absor¢cao de farmacos. A camada subepitelial altamente vascularizada e a
membrana basal com endotélio poroso podem facilitar a permeacao do
farmaco. Essas caracteristicas podem fazer com que o farmaco seja absorvido
diretamente para a circulagao sistémica, evitando metabolismo pré-sistémico,
atingindo rapidamente niveis plasmaticos terapéuticos. Todos esses fatores
podem favorecer a redugcdo da dose, a diminuicdo de efeitos adversos e a
adesdo ao tratamento. Comparando-se com outras vias, a nasal tem
representado um grande avango na administragao de farmacos como horménio
do crescimento e insulina (UGWOKE et al., 2005).

O reconhecimento do potencial da via nasal tem conduzido a um grande
aumento nas pesquisas neste campo nas ultimas duas décadas. A lista de
produtos no mercado ou em varios estagios de desenvolvimento pré-clinico e
clinico esta sempre em crescimento (UGWOKE et al., 2005). Os medicamentos
para liberacdo nasal atualmente comercializados ou nos diversos estagios de
investigagdo clinica incluem farmacos para o tratamento de enxaquecas como
zolmatriptan (Zomig), sumatriptan (Imitrex) e tartarato de butorfanol (Stadol
NS), tratamento de pénico severo, como fentanil (PecFent, Instanyl),
tratamento de individuos tabaco-dependentes (Nicorette) e tratamento de
sintomas da menopausa (Aerodiol), entre outros. Ha também uma ampla gama
de peptideos nasais no mercado como calcitonina (Miacalcin, Novartis e
Fortical, Unigene), desmopressina (Desmospray, Ferring), buserelina
(Suprecur, Sanofi-Aventis), nafarelina (Synarel, Pharmacia), oxitocina
(Syntocinon, Unites Pharmacies UK) e muitos estudos envolvendo insulina,
interferon, glucagon e vacinas contra influenza, sarampo e poliomielite (ILLUM,
2012).

Apesar das vantagens da via nasal, ha algumas barreiras que limitam a
absor¢cdo de farmacos, como o mecanismo de depuracdo mucociliar que pode
remover imediatamente a formulagdo da cavidade nasal, além da baixa
permeabilidade do seu epitélio que dificulta a absor¢gédo de farmacos polares ou
de alto peso molecular (ILLUM, 2003; MAINARDES et al.,, 2006). Uma
estratégia para vencer estas barreiras € o emprego de sistemas mucoadesivos.

Eles podem aumentar o contato entre a formulagéo e os locais de absor¢édo na
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cavidade nasal, retardando a depuracdo mucociliar, aumentando assim a
permeacédo e absorcao do farmaco (ILLUM, 2003; UGWOKE et al., 2005).

2.5. Sistemas mucoadesivos de liberacdo de farmacos

A bioadesdo pode ser definida como o estado em que dois materiais,
dentre os quais pelo menos um é de natureza biolégica, sejam mantidos juntos
por um periodo prolongado (SMART, 2005). Na década de 1980 esse conceito
comecgou a ser aplicado em sistemas de liberagdo de farmacos. Sistemas de
liberagdo bioadesivos consistem na incorporagédo de moléculas adesivas em
formas farmacéuticas em que se deseja prolongar o contato com o tecido alvo.
Esta propriedade pode promover a liberagdo do farmaco perto do local de acéo
ou absorgdo, com o consequente aumento da biodisponibilidade, promovendo
efeitos locais ou sistémicos (HAGERSTROM; EDSMAN; STR@MME, 2003;
WOODLEY, 2001).

Sistemas bioadesivos aplicados em mucosas frequentemente séo
definidos como mucoadesivos, mas os termos podem ser intercambiaveis. Ha
autores que definem sistemas mucoadesivos como aqueles que se liga com as
moléculas da camada de muco, mas na verdade, é dificil distinguir se a ligagcéo
se da entre a superficie celular ou entre as moléculas da camada de muco
(WOODLEY, 2001).

As mucosas do organismo humano possuem relativa permeabilidade e
permitem a rapida absorcdo (JASTI; LI; CLEARY, 2003). As mucosas sao
recobertas por muco, uma camada de protegdo composta por moléculas
glicoproteicas, lipideos, sais inorganicos e mais de 95 % em massa de agua, o
que confere alta hidratacdo a sua superficie. A mucina é a principal
glicoproteina que compde o muco e é responsavel por sua geleificacdo. A
funcdo do muco € proteger e lubrificar o epitélio, e tem fungbes adicionais,
dependendo do tipo de epitélio que recobre. Em cada caso, as caracteristicas e
fungdes do muco séo diferentes. Sua espessura pode variar de 50 a 450 ym no
estdbmago, para menos que 1 ym na cavidade oral (SMART, 2005). A mucosa
mais utilizada para administragéo e absor¢céo de farmacos é a gastrointestinal
(JUNGINGER; THANOU; VERHOEF, 2006), mas outras vias também s&o

estudadas, como a ocular, bucal, vaginal, retal, oral, periodontal (BRUSCHI et
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al., 2007; HAGERSTROM, 2003; WOODLEY, 2001) e a via nasal, a qual é o

foco deste trabalho.

A presenca do muco e dos movimentos ciliares responséaveis pela
depuragéo mucociliar tornam dificil a permanéncia de sistemas de liberagéo em
contado com as mucosas. Por isso, sistemas mais sofisticados devem ser
desenvolvidos para que haja uma penetracao através da camada de muco e
adesdo do sistema nas mucosas de modo que 0 mesmo possa exercer seu
efeito da maneira mais eficiente possivel. Sistemas mucoadesivos apresentam
um grande potencial para melhorar a eficacia de farmacos que irdo agir ou
serem absorvidos através das mucosas; no entanto, €& necessario um
conhecimento profundo dos processos envolvidos com a depuragdo do muco.
E importante compreender como o0s componentes enddgenos podem
influenciar os processos de mucoadesdo no meio fisiologico. Além disso, o
efeito destes sistemas nos mecanismos de transporte do farmaco através de
membranas também deve ser entendido. Os desafios envolvidos no
desenvolvimento de sistemas mucoadesivos sao grandes, mas podem levar a
avangos importantes no desenvolvimento de formulagdes mais eficientes.
Neste contexto, a mucoadeséio torna-se uma 6tima estratégia para promover a
retencdo do sistema e a liberagcdo do farmaco, melhorando assim a sua agéo
(COLLNOT; ALI; LEHR, 2012).

Varias teorias sdo apresentadas para explicar 0os mecanismos
envolvidos no processo de mucoadesao. Estas teorias envolvem a interposicao
mecanica do sistema, atracdo eletrostatica, difusdo e interpenetracdo das
cadeias poliméricas, forca de adesdo da ligagdo mucoadesiva, processos de
adsorcdo e molhabilidade. Estas teorias devem ser consideradas como
processos complementares envolvidos em diferentes estagios da interacéo do
muco com O substrato ou mesmo como processos que ocorrem
simultaneamente (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2008; CARVALHO et al.,
2010b; SMART, 2005).

Os atributos dos materiais empregados no desenvolvimento de sistemas
mucoadesivos que permitem atingir tais mecanismos de mucoadesio sao:
hidrofilicidade, carga negativa e presencga de grupos formadores de ligagdes de

hidrogénio. Além disso, o sistema deve ser adequado para permitir a
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molhabilidade da superficie da mucosa e deve ser flexivel para interpenetrar na
camada de muco (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2008).

E possivel projetar um sistema mucoadesivo nas mais variadas formas
farmacéuticas, uma vez que a propriedade da adesdo depende das
caracteristicas do material utilizado para sua preparagdo (EVANGELISTA,
2006). A Tabela 3 resume as principais estratégias que podem ser empregadas
no desenvolvimento de sistemas mucoadesivos de liberacdo nasal de
farmacos.

Os mecanismos de mucoadesdo podem ser divididos em duas
categorias: sistemas que aderem por ligagbes nado especificas e nédo
covalentes, mas de natureza eletrostatica ou ligagdes de hidrogénio; sistemas
que intumescem ou aumentam a viscosidade quando entram em contato com
algum estimulo fisiol6gico e sua mucoadeséo € resultado da formagao de uma
matriz mais reticulada (PARK; ROBINSON, 1984). Esta divisdo é apenas para
efeito didatico, pois ambos o0s mecanismos podem também ocorrer

simultaneamente.

Tabela 3 - Estratégias que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de

sistemas mucoadesivos de liberacédo nasal de farmacos.

Exemplos

Polietilenoglicol
Quitosana
Fosfatidilcolina

Sistemas

poliméricos

Poloxamers

Temperatura

Concentragao idnica Goma gelana

pH Carbémeros
Fluidos fisiologicos Sistemas
tensoativos
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A mucosa possui carga negativa devido a presenga de grupos sialicos
da mucina presente no muco, uma caracteristica que pode favorecer a
interacdo com polimeros que possuem carga positiva. O grande representante
desta categoria é a quitosana, polissacarideo catibnico biocompativel,
amplamente empregada no desenvolvimento de micro e nanoparticulas.
Resultados indicam que além deste polimero promover a mucoadeséo, ele
pode formar uma matriz intumescida que pode aumentar a retencdo do
sistema, além de também promover a abertura transitéria das jungdes
celulares, o que aumenta a permeabilidade de farmacos (ILLUM, 2007).

Por ser uma superficie altamente hidratada, a mucoadesdo pode ser
promovida por polimeros que tenham grupos funcionais formadores de ligagdes
de hidrogénio. Alguns estudos tém recoberto micro e nanoparticulas compostas
por polimeros hidrofébicos como o PLA com polimeros hidrofilicos como o PEG
(MAINARDES et al., 2008; 2010). Esta estratégia permite que a particula tenha
um centro mais hidrofébico que pode aumentar a eficiéncia de encapsulagéo e
a permeacéao de farmacos, e a superficie hidrofilica aumenta a solubilidade e
difusdo do sistema através do muco, promovendo a mucoadesdo com a
formacdo de ligagdes de hidrogénio (ENSIGN; CONE; HANES, 2012). Além
disso, o PEG pode evitar o reconhecimento das nanopaticulas por células do
sistema imunol6gico, que poderiam provocar sua destruicdo através da
fagocitose apds o processo de absor¢do (MAINARDES et al., 2009).

Recentemente, ILLUM (2012) tem discutido que a veiculagdo de
farmacos em nanocarreadores para administracdo nasal parece nao melhorar
sua eficiéncia terapéutica quando comparada com solugbes aquosas ou
sistemas em pé utilizando o mesmo polimero para produzir os sistemas. A
autora conclui que usando polimeros promotores de permeagcdo como
quitosana e pectina, a biodisponibilidade de farmacos, principalmente os que
ndo sao prontamente absorvidos pela mucosa nasal é aumentada (ILLUM,
2012). Porém, a encapsulacdo de farmacos em nanoparticulas nao visa
apenas o aumento da biodisponibilidade, mas também a protecéao,
direcionamento e controle da liberagao.

Para algumas vias de administracdo, sua anatomia requer a aplicagao de
formas farmacéuticas liquidas para atingir a mucosa onde o sistema ira agir ou

promover a absor¢cédo do farmaco, por exemplo, a via ocular, periodontal e retal
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(BRUSCHI; FREITAS, 2005; COLLNOT,; ALI; LEHR, 2012). A via nasal permite
a aplicacédo tanto de sistemas particulados, como de sistemas liquidos que
podem ser facilmente gotejados, permitindo sua chegada a cavidade nasal;
porém, podem facilmente escorrer para a nasofaringe. Por isso, formas
farmacéuticas liquidas devem, por algum estimulo, aumentar a viscosidade
quando entram em contato com a mucosa.

Existem varios polimeros que s&o responsivos a estimulos fisiologicos
que podem formar hidrogéis altamente reticulados em ambiente fisiolégico,
promovendo sua retengdo e o contato com a mucosa (PEPPAS; SAHLIN,
1996). Estes materiais s&o conhecidos como polimeros estimulo-sensitivos de
geleificacdo in situ. Alguns possuem intumescimento e propriedades de
dissolugcdo pH-dependentes, como polimeros derivados do acido poliacrilico
(APA) e a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Estes sistemas possuem grande
potencial para serem aplicados no trato gastrointestinal, o qual possui
variagoes de pH, e a transicao sol-gel pode ser projetada para ocorrer no pH do
local em que se deseja que o sistema fique mucoaderido. Além de mudancgas
de pH, podem ser exploradas também as mudancas de temperatura e
concentragdo ibnica, pois ha polimeros que aumentam a viscosidade quando
entram em contato com a temperatura fisiolégica ou ions especificos, como os
poloxameros e a goma gelana (HE; KIM; LEE, 2008).

Alguns veiculos com este mecanismo de agcao podem ser encontrados
no mercado, como PecSys (Archimedes Pharma) composto por pectina, cuja
geleificagcdo ocorre quando entra em contato com ions calcio. Este sistema de
liberagdo faz parte do medicamento PecFent para administragdo nasal de
fentanila, o qual foi aprovado no mercado em 2009 na Europa e em 2011 nos
Estados Unidos (ILLUM, 2012).

Além de hidrogéis, alguns pesquisadores tém estudado as propriedades
liotrépicas de alguns tensoativos em formarem cristais liquidos altamente
organizados em contato com fluidos aquosos, e assim como os hidrogéis,
podem ser explorados como uma matriz mucoadesiva de liberacdo de
farmacos. Estes sistemas sado reportados da literatura como precursores de
cristais liquidos (BOYD et al., 2006).

Sejam sistemas de geleificacdo estimulo-sensitivos ou sistemas

particulados, a mucoadesdo pode ser resultado também da dispersdo e
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interpenetragdo das cadeias poliméricas entre a rede formada pelas
glicoproteinas presentes do muco, aumentando o contato e consolidando assim
a ligagdo mucoadesiva. Portanto, os mecanismos de mucoadesao ndo podem
ser tratados de maneira isolada e na maioria das vezes a mucoadesao sera
resultado de varios processos simultaneos (SMART, 2005).

Atualmente tém sido propostas varias metodologias para se estudar os
mecanismos envolvidos na mucoadesdo, porém ela ainda nido é totalmente
compreendida. As técnicas empregadas na quantificacdo e qualificagdo desta
propriedade ainda sao tratadas de forma isolada (CARVALHO et al., 2010b).

As técnicas mais encontradas no caso de sistemas de geleificagdo
estimulo-sensitivo sdo os testes reoldgicos, em que podem ser medidos o fluxo
e as propriedades viscoelaticas dos sistemas, pardmetros que estéo
intimamente relacionados com o mecanismo de mucoadesdo (CARVALHO et
al., 2010b).

Os estudos reolégicos tém sido complementados por caracterizacdes
das propriedades mecéanicas obtidas por equipamentos que fazem analise de
textura, como o texturbmetro (JONES; LAWLOR; WOOLFSOON, 2002). Este
equipamento é amplamente utilizado na caracterizacdo mecéanica de alimentos,
mas recentemente tem sido muito Utili na area farmacéutica para
caracterizagao, por exemplo, de hidrogéis (BRUSCHI et al., 2007; JONES et al,
1997; 2001; 2002; 2009; TAMBURIC; CRAIG, 1997).

O texturdbmetro € um instrumento muito versatil, capaz de medir forcas
de compressao e extensdo; pode ser programado utilizando varios tempos de
analise e velocidades pré-programadas e os dados podem ser tratados de
diferentes maneiras com ajuda de uma interface computacional. Ele possui um
braco moével em que é possivel conectar varios tipos de provas analiticas
disponibilizadas pelos fabricantes, mas que também podem ser adaptadas ou
construidas no proprio laboratério, conforme o objetivo do teste (LUBRIZOL,
2008; EXPONENT LITE, 2009). Utilizando o texturémetro & possivel obter
parametros como dureza, resisténcia a compresséao, adeséo e coesio (JONES;
WOOLFSON; BROWN, 1997). Além disto, outros parédmetros podem ser
correlacionados com ag¢des mecanicas da via oral, como mastigabilidade,
gomosidade, elasticidade e fraturabilidade (EXPONENT LITE, 2009).
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E possivel caracterizar a mucoadesdo com a obtengdo da forca
mucoadesiva, ou seja, da forca requerida para quebrar a ligagao entre o tecido
e o sistema em estudo. O texturédmetro pode ser programado para medir
especificamente a forga aplicada na remogao da formulag&o a partir de uma
membrana modelo, que pode ser um disco de mucina ou uma mucosa animal
(BROMBERG et al., 2004; BRUSCHI et al., 2007; HAGERSTROM, 2003). Este
método pode ser utilizado para analisar sistemas sélidos, como micro e
nanoparticulas (CHOWDARY; RAO, 2004), mas também materiais
semissolidos (BROMBERG et al., 2004; BRUSCHI et al., 2007).

2.6. Sistemas compostos por tensoativos

Os agentes tensoativos sao caracterizados por possuir em sua molécula
uma parte hidrofilica e outra hidrofébica. Os tensoativos quando se dissolvem
em agua em baixas concentragdes existem como mondmeros que tendem a
procurar a superficie e orientar-se de tal modo que removam o grupo
hidrofébico do meio aquoso, alcangando assim um estado de energia livre
minima (FLORENCE, ATTWOOD, 2003; FAIRHURST et al., 1998). Uma vez
que as forcas de atracdo intermoleculares entre as moléculas de agua e grupos
apolares s&o menores que aquelas existentes entre duas moléculas de agua, a
forca de contragcdo da superficie é reduzida, e consequentemente, tem-se a
diminuicdo da tensao superficial. Com o aumento da concentragéo, a camada
superficial fica saturada com moléculas de tensoativos, cuja parte hidrofobica
vai passar a se proteger contra o ambiente aquoso com a formag&o de micelas
no corpo da solu¢cdo. Essa concentracdo em que ocorre a micelizacdo é
chamada de concentragdo micelar critica (CMC) (FLORENCE, ATTWOOD,
2003).

As micelas séo agregados esféricos que exibem um intercambio rapido e
continuo de monémeros com o meio externo, o que resulta num agregado
desordenado e de alta mobilidade. Ha& um continuo movimento de moléculas
que se movem para dentro e para fora da interface, levando também a um
rapido coeficiente de difusdo (FAIRHURST et al., 1998).

O aumento da concentracio do tensoativo pode causar maior orientagado

e empacotamento das micelas, resultando nas estruturas liquido-cristalinas. Os
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cristais liquidos sédo caracterizados pela parcial ordem e desordem, por isso
sdo também denominados como mesofases (HYDE; HOLMBERG, 2001). As
mesofases hexagonais, lamelares e cubicas sdo estados liquido-cristalinos
referidos como cristais liquidos liotropicos (FLORENCE, ATTWOOD, 2003). As
estruturas destes estados estao ilustradas diagramaticamente na Figura 3.

A fase hexagonal pode ser formada a partir de micelas em que o
aumento da concentracdo do tensoativo promove a transicdo da estrutura
esférica tipica para uma micela mais alongada ou do tipo bastdo. Um aumento
maior na concentracdo pode causar a orientacdo e o empacotamento rigido
destes bastées em formagdes hexagonais (FLORENCE, ATTWOOD, 2003).

Com alguns tensoativos, adicionais aumentos da concentragédo podem
resultar na separacdo de uma segunda fase de transigdo, que tem estrutura
lamelar. Na fase lamelar, os tensoativos sdo arranjados em bicamadas que se
estendem em longas distancias e intercalados por camadas de agua. Ela n&o
flui com a gravidade, mas possui baixa viscosidade (FLORENCE, ATTWOOD,
2003).

As fases cubicas consistem em micelas normais ou reversas justamente
empacotadas em simetria cubica ou bicontinua. Dependendo do tipo da fase
cubica formada, a curvatura do filme tensoativo varia consideravelmente
(MALMSTEN, 2002). A fase cubica é uma estrutura complexa, cuja interface
cadeia carbdnica/agua pode ter curvaturas positivas e negativas (FLORENCE,
ATTWOOQOD, 2003). Alguns exemplos de simetrias que as fases cubicas podem
formar estao ilustrados na Figura 3.

As fases hexagonais e lamelares sio anisotrépicas, isto €&, suas
propriedades fisicas variam com a direcdo. Por isso, quando colocadas entre
polarizadores cruzados, promovem a rotacdo da luz polarizada e isto fornece
um meio util de detecgdo do estado liquido-cristalino. Um sistema de fase
hexagonal, por exemplo, so6 fluira paralelamente ao eixo longo dos cilindros; é
rigido nas outras duas dire¢cdes. O plano de luz polarizada é girado quando se
desloca ao longo de qualquer eixo, com exce¢do do eixo longo da fase
hexagonal (FLORENCE, ATTWOOD, 2003). Sua textura 6ptica se distingue
pela observagdo de uma textura fibrosa ou em forma de leques (FAIRHURST
et al., 1998). Por outro lado, a fase lamelar € mais fluida e comporta-se como

um sélido somente na direcdo perpendicular aquela das camadas. O plano de

Flavia Chiva Carvalho



REVISAO DA LITERATURA

43
luz polarizada é girado quando se desloca na direcdo perpendicular as
camadas na fase ordenada (FLORENCE, ATTWOOD, 2003). E prontamente
identificada por sua textura Optica, caracterizada por listras oleosas tipo
mosaico ou cruzes de Malta. A fase cubica é altamente viscosa e isotropica,
diferente dos outros cristais liquidos que sdo anisotropicos e desviam a luz
polarizada (FAIRHURST et al., 1998).

Figura 3 — Algumas estruturas tipicas estabilizadas por tensoativos. Adaptado
de Cherezov et al (2002).
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Microemulsbes sao estruturas distintas quando comparadas com

sistemas micelares e cristais liquidos. Elas sao formadas por agua, 6leo e
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tensoativo(s) e sdo caracterizadas por serem sistemas liquidos
termodinamicamente estaveis, isotrdpicos, transparentes e homogéneos
macroscopicamente, sendo que em nivel microscopico, os componentes
hidrofilicos e hidrofébicos sdo segregados em dominios separados um do outro
pelo filme de tensoativo (GELBART; BEN-SHAUL; ROUX, 1994; MALMSTEN,
2002). Nas suas formas mais simples, as microemulsdes sdo pequenas
goticulas (5-140 nm de didmetro) de um liquido disperso em outro pela
presenca de uma concentragao alta de tensoativo que pode estar associado a
um cotensoativo. As microemulsdes podem ser dispersdes de goticulas de 6leo
em agua ou de agua em 6leo, cujas estruturas estdo representadas na Figura
3.

As microemulsbes se distinguem das emulsdes pela estabilidade
termodindmica. As microemulsbes ndo requerem trabalho para sua formacéo e
sao obtidas espontaneamente. Emulsées, por outro lado, requerem trabalho
para sua formacdo e s&o instaveis (KUMAR, MITTAL, 1999). O requisito
essencial para a formacéo e estabilidade de microemulsdes é a existéncia de
uma tensao interfacial muito baixa. Para tensoativos ibnicos, a capacidade de
diminuir a tenséo interfacial muitas vezes ndo é suficiente para a formacao de
microemulsdes, e um cotensoativo deve ser adicionado para atingir um
empacotamento mais denso na interface e, assim, atingir uma tenso interfacial
suficientemente baixa para ocorrer a formacdo da microemulsdo. Para muitos
tensoativos ndo idnicos, por outro lado, devido a auséncia de repulsbes
eletrostaticas, o empacotamento e a autoassociacdo destes tensoativos na
interface leva a uma tensao interfacial suficientemente baixa, e microemulsdes
podem ser formadas na auséncia de cotensoativos (MALMSTEN, 2002).

A determinacédo da estrutura das microemulsbes nao é facil, sé&o
necessarias varias técnicas com as quais é possivel deduzir uma tendéncia
estrutural e ser comparada com a teoria (GELBART; BEN-SHAUL; ROUX,
1994). A determinagéo qualitativa de microemulsdes agua em 6leo ou 6leo em
agua pode ser feita com medidas de condutividade. Técnicas de espalhamento
como espalhamento de luz, espalhamento de raios-X e espalhamento de
néutrons podem ser utilizadas para determinar o tamanho das goticulas.
Técnicas baseadas no transporte de massas como ressonancia magnética

nuclear (RMN) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) s&o interessantes
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para investigar a estrutura das microemulsdes (GARTI et al., 2000;
MALMSTEN, 2002).

O comportamento de fases de estruturas formadas por tensoativos em
geral € normalmente descrito pela constru¢do de diagramas de fases. Quando
o tensoativo € misturado apenas com agua, por conter dois componentes, o
diagrama de fases €& descrito como binario e indica as diferentes fases
formadas em funcéo da composicéo. Dependendo do objetivo do estudo, estes
diagramas podem ser representados em funcdo da temperatura. Ela é
representada no eixo das ordenadas enquanto a composi¢cdo fracional é
representada no eixo das abscissas, no qual em um final esta representado o
tensoativo puro na auséncia do solvente, e no outro o solvente puro na
auséncia do tensoativo (MALMSTEN, 2002).

Geralmente, porém, os sistemas contendo tensoativos nido sdo
compostos apenas pelo tensoativo e a agua, mas também por uma fase
oleosa. Nestes sistemas, o diagrama de fases resultante é referido como
ternario. A Figura 4 mostra uma ilustracdo esquematica de um diagrama de
fases temario. A combinacdo de um tensoativo, 6leo e solvente resulta num
diagrama de fases ternario Unico e caracteristico apenas desta composigio.
Além disso, cada ponto no diagrama resultante corresponde a uma diferente
composicdo, que é obtida pela extrapolacdo para os eixos do triangulo,
conforme a Figura 4 (MALMSTEN, 2002).

2.7. Sistemas compostos por tensoativos como plataforma tecnolégica

para o desenvolvimento de formulacdes mucoadesivas

Os tensoativos tém desempenhado um papel muito importante no
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo. E possivel encontrar na
literatura uma ampla gama de sistemas, como sistemas micelares, emulsdes,
lipossomas, microemulsdes e cristais liquidos (KUMAR; MITTAL, 1999). Neste
item, sera dada énfase aos sistemas termodinamicamente estaveis como as

microemulsdes e os cristais liquidos.
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Figura 4 - llustragdo esquematica de um diagrama de fases ternario. A
composig¢do do ponto indicado corresponde a 40 % de X (m/m), 40 % de Y
(m/m) e 20 % de Z (m/m).
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Sistemas de liberagdo compostos por tensoativos em geral oferecem um
grande numero de vantagens para liberagdo de farmacos. Primeiro, eles
permitem a solubilizagcdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos, e as estruturas
sdo formadas pela simples autoassociagdo dos componentes, o que confere o
facil preparo das formulagdes (MALMSTEN, 2002; LAWRENCE, REES, 2000).
A mistura de componentes de diferentes polaridades, com diferentes
constantes dielétricas, como 6leo e 4gua, na presenga do tensoativo, agregam-
se de tal forma a possibilitar diferentes regides adicionais de solubilizagc&do
(OLIVEIRA et al., 2004). Isso pode aumentar a solubilidade dos farmacos,
diminuir sua degradacao e controlar ou prolongar sua taxa de liberagao.
Sistemas baseados em tensoativos possibilitam a compartimentalizacdo do

farmaco, podendo direciona-lo para os sitios onde devera exercer o efeito
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farmacoldgico, além de poder controlar a velocidade de liberagéo, sem alterar a
estrutura quimica da molécula transportada, sendo considerados, portanto
sistemas reservatorios (OLIVEIRA et al., 2004). Os tensoativos também podem
ter a capacidade de alterar a permeabilidade das células epiteliais modificando
a bicamada fosfolipidica, promovendo assim um aumento na permeagéo de
farmacos através dos epitélios (ILLUM, 2003).

As microemulsdes possuem excelente estabilidade em longo prazo, sao
faceis de serem filiradas em caso de esterilizagdo e, por serem liquidas,
permitem sua aplicagdo por injegdo. A taxa de liberagdo do farmaco
incorporado pode ser regulada através da escolha de componentes que
resultem numa particdo agua/dleo mais adequada. Assim, dependendo dos
componentes, a liberacdo de farmacos pode ser controlada (KUMAR; MITTAL,
1999).

As microemulsdes sdo amplamente exploradas como veiculos para
administracdo de farmacos destinados a varias vias de administragéo.
Considerando sua capacidade de solubilizacdo, elas podem alterar a estrutura
lipidica do estrato coérneo, promovendo o transporte do farmaco pela via
transdérmica (KUMAR; MITTAL, 1999). As microemulsdes podem aumentar a
biodisponibilidade oral de farmacos, pois além de promover sua permeabilidade
através da mucosa gastrointestinal, com o consequente aumento da absorc¢éao,
o tamanho reduzido das goticulas pode promover um incremento na
solubilizacdo do farmaco e sua protegéo, por exemplo, contra agdo de enzimas
do trato gastrointestinal. A transparéncia e sua tenséo interfacial extremamente
baixa oferecem excelentes propriedades de molhabilidade e espalhamento,
caracteristicas que tornam as microemulsbes excelentes veiculos para
administragcédo ocular (FANUN, 2009).

O comportamento de fases de alguns tensoativos que leva a formacéao
de cristais liquidos é extremamente atrativo para a ciéncia de materiais que
foca a nanotecnologia, pois seus arranjos sdo organizados em escala
nanométrica. Os cristais liquidos podem ser explorados na formacéo de sélidos
com nanoporos e podem ser utilizados como moldes na formagdo de
nanoparticulas metalicas ou poliméricas. Existem também sistemas
denominados hexossomos ou cubossomos, que sdo formados por meio da

sonicagdo de uma fase hexagonal ou cubica, que além de possuirem alto poder
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de solubilizagdo de moléculas tanto hidrofilicas como hidrofébicas, promovem a
protecdo e também o controle da liberacdo do farmaco, ja que estas estruturas
sdo constituidas de uma mesofase com organizacdo mais complexa. Os
cristais liquidos possuem alta estabilidade e sua produgcdo permite o
escalonamento. Os cristais liquidos podem controlar a viscosidade e textura do
sistema, sendo o6timos veiculos para aplicacdo topica. Sua nanoestrutura
favorece a imobilizag&o ou localizagéo da forma farmacéutica em determinados
locais de administracdo, além de poder controlar a liberagdo do farmaco
(LAGERWALL; SCALIA, 2012).

A alta viscosidade dos cristais liquidos, em alguns casos, pode dificultar
sua aplicacdo por meio de algumas vias, pois é dificil a administracdo de
formulagdes muito rigidas. Por isso, as transi¢cdes de fases in situ de sistemas
liquidos para uma mesofase de maior viscosidade sdo de extrema importancia
para ampliar o uso dos cristais liquidos como sistemas de liberagédo
(MALMSTEN, 2002).

Ha varios pardmetros que podem ser explorados para a transicdo de
fases in situ ocorrer. Alguns sistemas compostos por tensoativos aumentam
sua organizacéo em temperatura corpérea. Os exemplos mais comuns sdo os
sistemas compostos por monoleina/agua ou por poloxamers. Outra maneira de
induzir a formacédo de cristais liquidos in situ é pela simples diluicdo da
formulagdo com o excesso de agua presente nos fluidos fisiologicos. Esta
estratégia pode permitir a formacao de cristais liquidos em varias vias de
administracdo. Sistemas que contém baixas concentracdes de agua podem
formar micelas reversas e com a diluicdo em agua, esta fase ser transformada
numa estrutura liquido-cristalina (MALMSTEN, 2002).

A formacdo da matriz liquido cristalina in situ pode ser explorada para
formulagdes parenterais de depédsito (depot), por exemplo, para aplicacao de
formulagdes intramusculares (MALMSTEN, 2002). Da mesma maneira, permite
a aplicagao local de anestésicos na cavidade oral ou de antibidticos no
tratamento de doencas periodontais (BRUSCHI et al., 2007). Como a alta
viscosidade dos cristais liquidos pode promover a fixagcdo da formulagdo num
local de agdo desejado apds sua administracdo e formacéo in situ, estas
propriedades podem ser uma excelente estratégia para o desenvolvimento de

sistemas mucoadesivos.
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O mecanismo de mucoadesio envolvido nos sistemas liquido-cristalinos
€ o mesmo utilizado por hidrogéis estimulo-sensitivo, cujo aumento da
viscosidade é dado ap6s um estimulo fisiologico, que pode ser a temperatura,
pH ou forga i6bnica (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2008; HE, KIM, LEE,
2008). A formagao de uma matriz liquido-cristalina in situ, seja estimulada pela
temperatura corpérea ou pelo contato com fluidos fisiolégicos, faz aumentar a
organizacédo e a viscosidade do sistema, e esse aumento na viscosidade pode
promover a fixagdo da formulagdo em contato com a mucosa. Logo, sistemas
baseados em tensoativos também podem atuar como sistemas estimulo-
sensitivos para promoverem a mucoadesao.

Nosso grupo de pesquisa tem estudado sistemas compostos pelo
tensoativo PPG-5-CETETH-20 para a administracdo cuténea, oral e nasal de
farmacos. Um estudo recentemente publicado mostra como a combinagéo de
PPG-5-CETETH-20 com diferentes fases oleosas, como acido oleico ou 6leo
mineral, provoca mudancas significativas na organizacdo estrutural dos
sistemas. O acido oleico permite a formagao de sistemas liquidos e isotropicos,
além de fases lamelares e hexagonais, enquanto o 6leo mineral diminui a
formacgéo de sistemas com fluxo livre e favorece a formacéo de fases cubicas
extremamente rigidas. Estas diferentes estruturas mostraram ter caracteristicas
reoldgicas e mecanicas completamente distintas, o que oferece mais opc¢des
na aplicacao deste tensoativo no desenvolvimento de novos sistemas de
liberacéo de farmacos (CARVALHO et al., 2012).

Um estudo visando desenvolver um sistema de liberagdo para
administragao oral de fluconazol para tratamento de esporotricose mostrou que
sistemas compostos por PPG-5-CETETH-20, acido oleico e agua aumentaram
seis vezes a solubilidade do fluconazol em relagéo a solugéo aquosa. O ensaio
de absorcdo utilizando saco intestinal invertido demonstrou que estas
formulagdes aumentaram 5 vezes o transporte do fluconazol pela membrana
intestinal em comparagc&do com a solugao aquosa (KLEIN, 2007).

Foi testada a administragdo cutidnea de acetato de dexametasona
incorporado num sistema de fase hexagonal contendo PPG-5-CETETH-20,
miristato de isopropila e dgua. Estudos de permeacao e retencao cuténea in
vitro utilizando pele de orelha de porco demonstraram que a fase hexagonal

promoveu a permeacao e retencdo com efeito reservatédrio do farmaco na pele,
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maior que um creme convencional (URBAN, 2004). Em outro estudo visando a
administracdo cutanea de fluconazol foi desenvolvido e caracterizado
microemulsdes e cristais liquidos compostos por PPG-5-CETETH-20, 6leo de
copaiba e agua. A avaliagdo histologica de pele de ratos submetidos a um
ensaio de toxicidade dérmica mostrou que os sistemas ndo apresentaram
sinais de irritacdo. A atividade antifungica do fluconazol contra Candida
albicans foi aumentada quando incorporado nestas formulagées. Além disso,
ensaios de permeacdo cutdnea mostraram que os sistemas analisados
promoveram a retencdo do farmaco nas camadas da pele, o que pode
aumentar a eficacia do tratamento de dermatomicoses (ROCHA, 2011).

Nosso grupo de pesquisa tem mostrado avangos no desenvolvimento de
sistemas compostos por PPG-5-CETETH-20, acido oleico e agua para a
administracao nasal do AZT. Sistemas liquidos e isotropicos contendo estes
componentes aumentaram a solubilidade do AZT em relacdo a solugéo
aquosa, o que é extremamente importante para via nasal, em que um pequeno
volume de formulagédo deve ser administrado e conter a dose (CARVALHO et
al.,, 2009). Estes mesmos sistemas mostraram se transformar em cristais
liquidos em contato com muco nasal simulado na temperatura nasal, o que
pode ser uma excelente estratégia na sua aplicagdo para promover a
mucoadesdo (CARVALHO et al., 2010a).

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

nanoestruturado mucoadesivo para a administragao nasal do AZT.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar a farmacocinética de
sistemas mucoadesivos de liberacdo precursores de cristais liquidos para
promover a absor¢cdo nasal do AZT. A estratégia utilizada foi explorar o
comportamento de fases liotropico do tensoativo PPG-5-CETETH-20, que
permite a formagdo de mesofases em contato com fluidos fisiolégicos. A
formacdo da matriz liquido-cristalina na cavidade nasal pode favorecer o
contato da formulagdo com a mucosa, promovendo a permeagao e absorgao
intranasal do AZT. A investigacdo desta nova plataforma tecnolégica pode

contribuir assim para a criagdo de alternativas ao tratamento da AIDS.

3.1. Etapas

v Investigar o comportamento de fases da combinagéo do tensoativo PPG-5-
CETETH-20 com agua, fosfatidilcolina e acido oleico.

v Testar a incorporagdo de polimeros mucoadesivos nos sistemas
selecionados.

v' Determinar a solubilidade do AZT nos sistemas selecionados.

v" Avaliar o comportamento de fases dos sistemas escolhidos simulando a via
de administragao nasal.

v Identificar as composicées mais adequadas ao desenvolvimento de
sistemas precursores de cristais liquidos.

v' Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas precursores de cristais
liquidos.

v"Investigar a mucoadesé&o por técnicas reolégicas, mecanicas e de medida
da forgca mucoadesiva.

v' Avaliar a liberagdo e permeacdo dos sistemas escolhidos através de
mucosa nasal.

v'Avaliar a farmacocinética dos sistemas através de estudos pré-clinicos em
ratos.

v Obter os parametros farmacocinéticos e a biodisponibilidade do novo

sistema de liberacdo desenvolvido.
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Materiais

. Farmacos e medicamentos

Efavirenz, FAFEPE, Dois Irmaos, Brasil, lote 16325;

Sulfato de indinavir, FAFEPE, Dois Irmaos, Brasil, lote 16404;

Ketamina Agener 10 % injetavel 10 mL, uso veterinario, Unido Quimica,
Embu Guacgu, Brasil, lote 1004906;

Lamivudina padrdo secundario, lote 404638/1 Hangzhou Coben
Pharmaceutical, Zhejiang, China, pureza 99,80 % * 0,64;

Xilazin 2 % injetavel 10 mL, uso veterinario, Hortolandia, Brasil, lote
005/10;

Zidovir 10 mg/mL, solucédo injetavel 20 mL, Cristalia, Itapira, lote
10064285;

Zidovudina 1 % xarope, LAFEPE, Dois Irmaos, Brasil, lote 10010152,
Zidovudina padrao secundario, lote CZVC0860002, AB Farmo Quimica,
Anapolis, Brasil, teor 101,6 %;

Adjuvantes, solventes e reagentes.

3-isobutil-1metil-xantina (Sigma, Steinheim, Alemanha);

Acetonitrila, grau HPLC, J.T. Baker, (Cidade do México, México);

Acido férmico, solugao 95 %, (Sigma, Steinheim, Alemanha);

Acido oleico, Synth, Brasil;

Acido tricloroacético, solucao 6,1N (Sigma, Steinheim, Alemanha);

Agua deionizada Milli Q;

Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP, Procetyl AWS,
Croda;

Carbémero homopolimero tipo A (C971), carbdmero homopolimero tipo
B (C974), policarbofil (Lubrizol, Cleverland, EUA);

Fosfatidilcolina de soja 100 %, Lipoid GMBH (Alemanha);

Metanol, Synth, Brasil;

Mucina tipo Il crua de estdmago suino (Sigma, Steinheim, Alemanha);
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Quitosana de baixo peso molecular, 75-85% desacetilada (Sigma,
Steinheim, Alemanha);

Trietanolamina, solugéo 98 % (Sigma, Steinheim, Alemanha).

Equipamentos

Analisador de textura TA-XTplus, Stable Micro System®, Surrey,
Inglaterra, Departamento de Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;
Aquecedor e agitador magnético Fisatom 752A, Sao Paulo, Brasil;
Balanga digital Ohaus AS200, Flocham Park, EUA; Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

Bomba a vacuo, Edwards, Clevedon, Reino Unido, Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

Célula de difusdo vertical Microette Plus (Hanson Research,
Chatsworth, EUA), Departamento de Farmacos e Medicamentos da
FCFAR/UNESP;

Centrifuga Eppendorf, New York, EUA, Departamento de Ciéncias
Biolégicas FCFAr/UNESP;

Centrifuga Sorval, modelo TC 6 Du Pont; Newtown, EUA, Departamento
de Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

Espectrofotbmetro de UV-VIS, Hewlett Packard 8453, com HP UV-
Visible ChemStation Software, Departamento de Farmacos e
Medicamentos FCFAr/UNESP;

Homogeneizador de tubos, modelo AP22, Phoenix; Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

Lavadora Ultrassdnica Unique, Indaiatuba, Brasil, Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

Microscopio de luz polarizada Axioskop 40, Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha, Departamento de Farmacos e Medicamentos
FCFAr/UNESP;

Peagbmetro Digimed DMZ23, S&o Paulo, Brasil Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;
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o Rebmetro Haake Rheo Stress 1 (Thermo Electron Corporation,
Karlsruhe, Alemanha); Departamento de Farmacos e Medicamentos
FCFAr/UNESP;

e Sistema CLAE Varian, composto por médulo de distribuigcdo de solvente
ProStar/Dynamax 210/215, detector UV ProStar 330 UV-VIS PDA e
Rheodine VS 7125, Coluna de fase reversa C18 Luna 250 mm x 4.6mm
[.D. 5um (Phenomenex, Torrance, EUA) e pré-coluna RP18 3 cm x 4 cm
I.D. (Security Guard, Phenomenex, Torrance, EUA); Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

e Sistema de purificagdo de agua Millipore, Milli-Q Plus, Departamento de
Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP;

o Ultraturrax Turratec TE-102, Tecnal, Piracicaba, Brasil, Departamento
de Farmacos e Medicamentos FCFAr/UNESP.

4.2. Métodos

4.2.1. Comportamento de fases dos tensoativos fosfatidilcolina e PPG-5-
CETETH-20 em &gua

O comportamento de fases liotropico dos tensoativos fosfatidilcolina e
PPG-5-CETEH-20 foi verificado pela mistura destes componentes com
concentracdes crescentes de agua. Cada tensoativo foi misturado com agua
nas propor¢des 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As fases formadas

foram identificadas por microscopia de luz polarizada (MLP).

4.2.2. Constru¢cdo dos diagramas de fases ternarios dos sistemas
contendo PPG-5-CETETH-20/ fosfatidilcolina/ agua e PPG-5-
CETETH-20/ 4cido oleico/ agua.

Os diagramas de fases ternarios foram obtidos pela titulacdo aquosa das
misturas contendo o tensoativo PPG-5-CETETH-20 combinado com
fosfatidilcolina ou com acido oleico nas proporgdes 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5.5, 6:4,
7:3, 82 e 9:1. Um volume de 500 uL de agua purificada foi adicionada

paulatinamente com uma micropipeta. Apds cada adigdo, os sistemas foram
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homogeneizados com auxilio de um bastdo de vidro e mantidos em repouso
por 24 h. Em caso de formacdo de bolhas, este tempo foi prolongado até a
eliminagado das mesmas ser observado. Na Figura 5 encontra-se um esquema
explicativo da construgdo do diagrama de fases pelo método da titulagéo
aquosa.

As mudancas de fases foram identificadas visualmente e classificadas
como sistemas liquidos isotropicos (SLI), sistemas de alta viscosidade
transparentes (SAVT), sistemas opacos e separagao de fases. Ao identificar a
mudanca de fase, o percentual (p/p) de cada componente foi calculado e os
respectivos sistemas preparados novamente para serem analisados por MLP.
Os calculos também foram utilizados para a construcdo do diagrama de fases

ternario, utilizado o software Sigma Plot 10.

Figura 5 - Esquema ilustrando a construgédo do diagrama ternario de fases pelo

método da titulagao aquosa.
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4.2.3. Caracterizacdo dos sistemas por microscopia de luz polarizada
(MLP)

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

Com esta técnica é possivel classificar os sistemas quanto a isotropia e
anisotropia. Sobre um plano de luz polarizada, a amostra € anisotrépica se for
capaz de desviar o plano da luz incidente e isotrépica se ndo desviar a luz.
Cristais liquidos liotropicos lamelares e hexagonais s&o anisotropicos e sua
organizacdo estrutural resulta em campos de visualizacdo caracteristicos,
como as cruzes de Malta no caso da fase lamelar ou estrias no caso da fase
hexagonal. Ja a fase cubica, ou mesmo sistemas micelares, microemulsdes e
emulsdes sdo isotrdpicos e apenas um campo escuro é observado (GOODBY
et al., 1998).

4.2.4. Selecdo dos sistemas para caracterizagéo fisico-quimica

Os sistemas foram escolhidos com base no seu comportamento de
fases liotrépico. Foram selecionados sistemas de baixa viscosidade e que
aumentam sua rigidez através da diluicdo aquosa. A formulagéo precursora
de cristal liquido composta por PPG-5-CETETH-20/ fosfatidilcolina/ agua foi
nomeada como F1 e a formulagdo composta por PPG-5-CETETH-20/ acido
oleico/ agua como F2.

Para avaliar se os sistemas mudam de fases em contato com o muco e
assim atuarem como precursores de cristal liquido, eles foram misturados com
fluido nasal simulado (FNS) na proporg¢do 1:1 (p/p), mantidos a 32 °C para
simular a temperatura nasal e observadas por MLP para investigar a mudanca
de fase ocorrida. As amostras diluidas com FNS foram nomeadas como F1d e
F2d.

A composigcédo do FNS foi 8 % (p/V) de mucina, 7,45 mg/mL de NacCl,
1,29 mg/mL KCl e 0,32 mg/mL de CaCl,.2H,O, pH ajustado para 6,0
(CALLENS et al., 2003).
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4.2.5. Incorporacdo de polimeros mucoadesivos nos sistemas

selecionados

Os sistemas selecionados foram avaliados quanto a capacidade de
incorporagcdo de polimeros mucoadesivos, em busca de um aumento das
propriedades mucoadesivas dos sistemas. Foram testados polimeros derivados
do acido poliacrilico (APA), como carbdmero homopolimero tipo A (C971),
carbdmero homopolimero tipo B (C974), policarbofil (PF) e a quitosana (QS) de
baixo peso molecular, 75-85% desacetilada.

Antes da incorporagao nos sistemas, estes polimeros foram preparados
na forma de dispersdo em trés concentragtes diferentes (0,1 %, 0,5 % e 1,0 %
p/V). Os polimeros derivados do APA foram dispersos em agua por agitagdo
magnética e o pH ajustado para 6 com trietanolamina. A quitosana foi dispersa
em solucdo de acido acético glacial 0,75 % V/V. Todas as dispersdes foram
mantidas em agitacdo magnética até a completa homogeneizagéo.

A incorporagdo dos polimeros mucoadesivos foi realizada pela
substituicao do percentual de agua presente nos sistemas pela dispersao dos
polimeros. Os sistemas foram homogeneizados em agitador de tubos durante
48 h em temperatura controlada de 25 °C. Foram entdo centrifugados a 3500
RPM, 5 min (Sorval TC 6) para observacéo da estabilidade dos mesmos e para

caracterizagao fisico-quimica.

4.2.6. Determinac¢do da solubilidade do AZT nos sistemas selecionados

4.2.6.1.Validacdo do método analitico para quantificar o AZT incorporado

nos sistemas

Para quantificagdo do AZT nos sistemas, foi validado um método
analitico utilizando espectrofotdmetro UV HP 8453 a 266 nm.

Foram obtidas curvas analiticas em metanol, etanol e agua, de acordo
com a melhor seletividade do AZT em presengca de cada componente da
formulagao.

A construgéo de cada curva analitica foi realizada a partir de diluicbes de

uma solucao estoque de AZT a 1 mg/mL no solvente especifico.
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A linearidade foi obtida com o calculo da regressao linear da curva
analitica, obtendo-se a inclinagao, y-intercepto e coeficiente de determinacéo
(r%). Os critérios de aceitacdo foram os determinados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003b).

A especificidade e seletividade expressa a capacidade do método em
mensurar 0 AZT na presengca dos componentes das formulagbes. Este
parametro foi verificado pela comparacdo de espectros de absorcdo de
solucdes de trabalho de AZT nos solventes especificos com espectros das
mesmas solu¢cdes de trabalho contaminadas com os componentes das
formulagdes.

Para a analise da precisdo e exatiddo, foram escolhidos trés pontos
dentro da faixa de concentragdo das curvas analiticas, os quais foram
preparados em ftriplicata no mesmo dia e também em dias diferentes, para
analisar a precisdo e exatiddo intra e interdia. A exatidao foi calculada pela
razdo percentual entre a concentracao experimental obtida pelas solu¢cbes de
trabalho e a concentragao tedrica.

O limite de detecgdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
determinados a partir de trés curvas analiticas obtidas para cada solvente,
utilizando as Equagbes 1 e 2, em que 0 DP.itercepto € 0 desvio padrédo do y-

intercepto e IC é a inclinagédo da curva analitica.

DP —intercepto x 3 ~
LD=—~1 C Equacédo(1)

DP —intercepto X1O ~
LQ=—~ /Cp Equagéo(2)

4.2.6.2.Incorporagédo do AZT nos sistemas

Para os SLls, a incorporacao do AZT foi realizada adicionando em cada
3 mL de amostra uma massa de 3 g de farmaco. Elas foram submetidas a
agitagcéo constante em homogeneizador de tubos durante 48 h em temperatura

controlada de 25 °C.
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Para os sistemas SAVT, a agitagao foi realizada manualmente com um
bastdo de vidro durante 5 min. As amostras foram entdo mantidas em repouso
durante cinco dias. Durante este periodo, 0 mesmo procedimento de agitagcéo
foi repetido diariamente.

Finalizada a homogeneizagéo tanto dos SLIs como dos SAVTs, ambos
foram centrifugados (Sorval TC 6) a 3800 RPM por 10 min. O sobrenadante foi
adequadamente diluido no solvente determinado na validagdo do método

analitico, para a leitura das amostras.

4.2.7. Caracterizacao reol6gica por ensaios de fluxo continuo e ensaios

oscilatérios de varredura de frequéncia

Os ensaios reologicos foram realizados utilizando reémetro Haake Rheo
Stress 1. A geometria utilizada foi de cone e placa separada por uma distancia
fixa de 0,2 mm. Cada amostra foi cuidadosamente aplicada a placa inferior do
rebmetro com uma espéatula, assegurando o minimo cisalhamento e permitindo
um tempo de repouso (relaxamento da tensao induzida antes da analise) de 2
minutos antes de cada determinacao.

O ensaio de fluxo foi realizado variando a velocidade de cisalhamento de
0,01 a 500 1/s. As medidas de fluxo foram tratadas com a aplicagédo do modelo

da Lei das Poténcias indicada na Equagéo (3).

o=ky" Equagéo (3)

em que k é um parametro relacionado a consisténcia (indice de consisténcia) e
n é o indice de escoamento. Neste modelo, n > 1 representa um fluido
dilatante, n < 1 representa um fluido pseudoplastico e n = 1 um fluido
Newtoniano (BARNES, 1989). Estes parametros foram calculados ajustando o
modelo matematico da Equacéo (3) as curvas de ida dos reogramas de fluxo
com o software Oringin 7.

No ensaio oscilatério de varredura de frequéncia as formulacdes foram
estudadas com solicitagdes oscilatérias para determinar a evolu¢do dos

modulos de armazenagem (G’) e de perda (G”) em fungéo da frequéncia (0,01
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Hz a 10 Hz) a uma tensdo de amplitude oscilatéria fixa (1,00 Pa) obtida a partir

da regiado viscoelastica linear.

4.2.8. Caracterizagdo das propriedades mecanicas

4.2.8.1. Avaliagdo do perfil de textura (TPA) dos sistemas em contato com
FNS

A avaliacao do perfil de textura foi realizada utilizando um analisador de
textura TA-XTplus, com o teste conhecido como TPA (Texture profile analysis).
Este teste consiste em dois ciclos de compressdo da amostra com os quais é
possivel obter algumas caracteristicas mecanicas, como dureza, resisténcia a
compressao, coesao e adeséo.

Para simular a textura dos sistemas na cavidade nasal, os sistemas
foram misturados com FNS na proporcao 1:1 (p/p). Estas amostras (8 g) foram
colocadas em tubos de centrifuga de fundo coénico de 45 mL e foram
centrifugadas a 3500 RPM por 3 min. para eliminacao das bolhas de ar e tornar
suas superficies lisas. Os tubos foram mantidos em repouso por 24 h. Apo6s o
repouso, eles foram imersos em banho a 32 °C, disposto logo abaixo da prova
analitica, para simular a temperatura nasal.

No modo TPA, a prova analitica (10 mm de didmetro) desceu numa
velocidade constante de 1 mm/s, penetrou 10 mm na amostra e voltou até a
sua superficie numa velocidade de 0,5 mm/s. Apds este primeiro ciclo, a prova
permaneceu em repouso por 5 s, quanto entao iniciou a segunda compresséao.
Durante os dois ciclos de compressao, o software Texture Exponent Lite do
equipamento construiu a curva de forca versus tempo com a qual é possivel
obter as caracteristicas mecéanicas ilustradas na Figura 6 e definidas a seguir:

e Dureza: é o pico de forca maxima obtido durante o primeiro ciclo de
compressdo (EXPONENT LITE, 2009). E a forca maxima requerida para
completar uma deformacéo, ou seja, para a prova penetrar na amostra
(JONES; WOOLFSOON; BROWN, 1997).

¢ Resisténcia a compressao: é o trabalho total requerido para deformar a

amostra durante o primeiro ciclo de compressdo da prova analitica,
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obtido pela area do primeiro ciclo de compressdo (A1 da Figura 6)
(EXPONENT LITE, 2009; JONES; WOOLFSOON; BROWN, 1997).

o Adeséo: é a primeira area negativa obtida na curva for¢ca versus tempo
(A2 da Figura 6) e representa o trabalho requerido para vencer as forgas
atrativas entre a prova analitica e a amostra sendo analisada
(EXPONENT LITE, 2009).

e Coesdo: é a razédo entre a area positiva obtida durante a segunda
compressao (A3 da Figura 6) e a obtida durante a primeira compressao
(A1 da Figura 6). Ela mede a taxa que um material se rompe sob uma
acdo mecanica (EXPONENT LITE, 2009).

Figura 6 - Representacdo ilustrativa do texturébmetro e as adaptacbes
realizadas para o teste TPA (Texture Profile Analysis). A1: resisténcia a

compressao; A2: adesao; A3: segundo ciclo de compresséo.
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Como nao existe um valor padronizado dos parametros de textura, os
sistemas em estudo foram comparados com amostras de hidrogéis de
policarbofil (PF), polimero muito conhecido por suas propriedades
mucoadesivas e foi, portanto, utilizado neste trabalho como um padréo para
comparagéo. Para sua preparagdo, o polimero foi previamente tamisado e
disperso em agua nas concentracdes 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 e 5 % (p/V), seguido
por agitacdo a 4000 RPM em ultraturrax durante tempo suficiente para eliminar
qualquer presenca de agregados. O pH foi ajustado para 6,5 com
trietanolamina. Estas dispersdes resultaram em hidrogéis transparentes e
homogéneos, nomeados de acordo com a concentracdo do polimero
empregada (PF0,5, PF1, PF1,5, PF2, PF3 e PF5).

4.2.8.2. Teste de avaliacdo da forca mucoadesiva

A forga mucoadesiva foi avaliada através da medida da forga necessaria
para destacar as amostras mantidas em contato com uma membrana modelo
utilizando o analisador de textura TAXT plus.

Foram utilizadas duas membranas modelo: mucosas nasais suinas e
discos produzidos com a compressao direta de 250 mg de mucina em po
(BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2000; 2009). Estes discos foram aderidos
a prova analitica do equipamento com fita adesiva dupla face.

O isolamento da mucosa suina foi realizado a partir de animais
provenientes de abatedouro, segundo a metodologia adaptada de Hagerstrom
e Edsman (2001). As cavidades nasais foram separadas com uma incisdo ao
longo do septo nasal como indicado na Figura 7. A mucosa foi removida com
auxilio de uma pinga e tesoura cirurgica e mantida em banho de gelo imersa
em FNS até o momento da analise. A mucosa nasal suina foi aderida a prova
analitica com adesivo instantaneo cianoacrilato e suas bordas foram presas
com elastico de borracha. Para o adesivo cianoacrilato ndo danificar a prova
analitica, esta foi protegida com fita adesiva comum antes do seu gotejamento.

Imediatamente antes do teste, as membranas modelo ja aderidas a
prova analitica foram imersas em FNS mantido a 32 °C e o excesso retirado

com papel absorvente macio.
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Figura 7 — Fotografia ilustrando a incisdo ao longo do septo nasal suino.

Para realizagdo do teste, os sistemas foram centrifugados (3500 RPM, 1
min.) e dispostos logo abaixo da prova analitica dentro de um banho a 32 °C,
como ilustrado no esquema da Figura 8. Para garantir o contato com a
amostra, a membrana foi introduzida 1 mm de profundidade a partir da
superficie da amostra e mantida por 60 s sem nenhuma forga ser aplicada
durante a fase de contato. Depois, a prova foi removida a uma velocidade
constante de 0,5 mm/s até a total separacao das duas superficies. O software
do equipamento Texture Exponent Lite registrou a forca necessaria para a
remocgdo, obtendo-se um gréfico de forga versus tempo, como ilustrado na
Figura 8. Com este grafico, o software calculou a ASC obtida durante a fase de
destaque da amostra e a membrana, sendo reportada como trabalho de
mucoadesdo (Tua); determinou também o pico de mucoadeséo (Pua), que € a
forca maxima obtida durante a retirada da prova analitica.

Neste teste foram analisados os sistemas selecionados e 0s mesmos
misturados com FNS na proporcéo 1:1 (p/p), para avaliar o efeito da mudanca

de fase provocada pelo muco na forga mucoadesiva dos sistemas.
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Figura 8 - Esquema ilustrativo das adaptagbes feitas no texturbmetro para o

teste de obtencdo da forca mucoadesiva.
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4.2.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos pelas caracterizagdes fisico-quimicas foram
apresentados pelas médias e desvios-padrdo (DP). A comparagdo entre os
resultados foi determinada por analise de variancia e teste post-hoc de Tukey.

O nivel de significancia (P valor) adotado foi 0,05.

4.2.10. Avaliacdo da permeacdao ex vivo

4.2.10.1. Validacdo de método analitico para quantificar o AZT no

ensaio de permeacgao ex vivo

Para quantificacdo do AZT no meio receptor resultante do ensaio de

permeacdo ex vivo foi desenvolvida e validada uma metodologia analitica por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo normas estabelecidas
pela ANVISA (BRASIL, 2003b).

O sistema de CLAE utilizado foi o Varian, composto por médulo de
distribuicao de solvente ProStar/Dynamax 210/215, detector
espectrofotométrico ProStar 330 UV-VIS PDA (a 265nm) e Rheodine VS 7125,
coluna RP C18 Luna 250 mm x 4.6mm [.D. 5 um e pré-coluna RP18 3 cm x 4
cm |I.D. com injetor automatico. A fase moével utilizada foi uma mistura de
metanol e agua 60:40 (V/V), fluxo de 0,7 mL/min. no modo isocratico e volume
de injecéo de 30 ulL.

Foi preparada uma solugéo estoque de AZT em metanol a 1 mg/mL. As
solucdes de trabalho para construgdo da curva analitica foram preparadas pela
diluicdo da solugao estoque em tampao fosfato monobasico 20 mM pH 6,8,
meio escolhido como solugao receptora no teste de permeacéo.

A curva analitica foi obtida pela analise de sete concentracdes diferentes
em triplicata dentro da faixa de concentracéo de 0,1 a 20 pyg/mL.

A linearidade foi calculada pela regressao linear da média de trés curvas
analitica, obtendo-se a inclinagao, y-intercepto e r?. Os critérios de aceitagao
foram apresentar r* = 0,99, inclinagZo e y-intercepto com desvio padréo relativo
(DPR) < 20% (BRASIL, 2003b).

A especificidade e seletividade expressa a capacidade do método em
mensurar o AZT no ambiente real de ensaio, especialmente na presenca do
meio receptor e dos componentes das formulagdes. Ela foi verificada pela
comparacdo de cromatogramas de solugbes de trabalho de AZT com
cromatogramas do meio receptor contendo e nao contendo o AZT.

Para a analise da precisdo e exatiddo, foram escolhidos trés pontos
representando concentragdes baixa (0,5 pg/mL), média (4 pg/mL) e alta (10
pg/mL) dentro da faixa da curva analitica, preparados em triplicata no mesmo
dia e também em dias diferentes, para analisar a precisdo e exatidao intra e
interdia. A precisdo foi constatada pelo valor de DPR o qual deve ser menor
que 5 %. A exatidao foi calculada pela raz&o percentual entre a concentragéo
experimental obtida pelas solugbes de trabalho e a concentracdo tedrica. Os
valores devem estar dentro da faixa de 80 a 120 %.

O LD e o LQ foram determinados a partir de trés curvas analiticas,

utilizando as Equacgdes 1 e 2.
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4.2.10.1.1. Teste de permeacdo ex vivo utilizando célula de difusédo tipo
Franz

O sistema de célula de difusdo vertical utilizado foi o Microette Plus. O
compartimento receptor foi preenchido com 7 mL de tampdo fosfato
monobasico 20 mM pH 6,8 e estabilizado a 32 °C, sob constante agitacdo a
300 RPM, por 30 min. As mucosas nasais foram colocadas nas cimaras de
difusdo com o lado apical voltado para a cadmara doadora e o lado basolateral
voltado para a camara receptora, resultando num fluxo de permeagéo do lado
apical para o basolateral. A area da membrana disponivel para permeacéo foi

de 1,77cm?. A Figura 9 mostra um esquema da célula de difuszo utilizada.

Figura 9 - Esquema da célula de difusdo tipo Franz utilizada neste trabalho.

Os sistemas foram adicionados no compartimento doador num volume
de 200 pL, garantindo as condigdes sink. Amostragens de 2,8 mL foram
retiradas a partir do compartimento receptor em intervalos pré-estabelecidos
(10 min, 30 min, 45 min, 1 h,2h,3h,4 h,6 h, 8 h, 10 h e 12 h). Os volumes de

amostragens foram repostos com solugéo receptora fresca. A quantificagao do
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AZT no meio receptor foi realizada pela metodologia analitica previamente
validada.

A membrana modelo utilizada foi uma mucosa nasal suina obtida de
animais de abatedouro. Para retirada da mucosa, foi seguido o procedimento
descrito por Osth, Grasno e Bjork (2002). Resumidamente, 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 cirdrgica curva, mantida em
solugao de cloreto de sddio 0,9% (p/V) e congelada. No dia do experimento, as
mucosas foram descongeladas e mantidas refrigeradas em gelo, mergulhadas
em salina.

A formulacéo selecionada foi comparada com uma solugdo aquosa do
farmaco como controle. A concentracdo do AZT em ambas as amostras foi de
10 mg/mL.

O perfil de permeacado foi analisado de acordo a Equacdo 4 (THE
UNITED STATES..., 2009).

Q=C. V,+ 2 V. C Equagéo (4)

em que Q (ug/cm?) é a quantidade permeada no tempo t, C; (ug/mL.cm?) é a
concentracdo obtida no referido tempo ¢, V, (mL) é o volume do meio receptor,
C. (ug/mL.cm?) é a concentracdo da amostra coletada anteriormente e V, (mL)
€ o volume de amostra coletado.

Com os resultados foi construido o grafico do perfil cumulativo de
permeacdo do AZT versus tempo. Alguns modelos matematicos conhecidos na
literatura farmacéutica foram aplicados para discutir os mecanismos de
liberacdo, como os modelos de Korsmeyer-Peppas (KORSEMEYER et al.,
1983), Weibull (PAPADOPOULOU et al., 2006) e Higushi (SIEPMANN;
PEPPAS, 2011), usando o software Sigma Plot 10.

Parametros relacionados a permeagéo também foram calculados, como
o fluxo no estado de equilibrio (J, ug/min.cm) e o coeficiente de permeabilidade
aparente (Kp,, cm/min), derivados da lei de Fick, de acordo com a Equacéo 5
(WILLIAMS, 2003).
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J:%:CVXKP Equacéo (5)

em que dQ (ug/cm?) é a massa cumulativa de farmaco que passa pela
membrana por unidade de area no tempo t, C, € a concentragdo do farmaco no
veiculo (compartimento doador) em contato com a membrana. O fluxo J é
obtido como o gradiente da por¢édo linear do perfil de permeagdo. Se a
concentragdo do farmaco no veiculo é conhecida, entdo, o coeficiente de
permeabilidade K, pode ser determinado (WILLIAMS, 2003).

4.2.11.Avaliacao pré-clinica dos sistemas precursores de cristais liquidos

4.2.11.1. Desenvolvimento de método bianalitico para quantificagao do

AZT em plasma de rato
4.2.11.1.1. Preparo das solucdes estoque e solugcdes padrao

Na validacdo do método foi utilizado como padrédo interno (Pl) a 3-
isobutil-1metil-xantina (RAMACHANDRAN et al.,, 2006). Foram preparadas
solugdes estoques de AZT e Pl a 100 ug/mL em metanol.

A partir da solucédo estoque de AZT, foram feitas diluicdes em metanol
que foram utilizadas para contaminar o plasma em sete concentragdes
diferentes (5000, 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 ng/mL), incluindo o Pl a 5000
ng/mL. O volume total das solugbes de trabalho em metanol adicionadas para
contaminar o plasma n&o ultrapassaram 10 % do volume total do mesmo. A

homogeneizagéo foi realizada por agitagédo em vortex durante 30 s.
4.2.11.1.2. Condic¢8es cromatograficas

O sistema de CLAE utilizado foi o Varian acoplado com injetor
automatico, composto por médulo de distribuicdo de solvente ProStar/Dynamax
210/215, detector espectrofotométrico ProStar 330 UV-VIS PDA (a 265 nm) e
Rheodine VS 7125, coluna de fase reversa C18 Luna de 250 mm x 4.6 mm, 5

um, e pré-coluna de fase reversa C18 de 3 cm x 4 cm. A fase movel utilizada
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foi uma mistura de acetonitrila, metanol e acido formico 0,01 % (V/V) nas
proporgdes 20, 20 e 60 % (V/V), respectivamente, e fluxo de 0,8 mL/min, no

modo isocratico. O volume de inje¢ao foi 50 puL.

4.2.11.1.3. Determinacdo do método de extracdo do AZT a partir de

plasma de rato para analise por CLAE

Foram testadas diferentes extragdes tipo liquido-liquido (ELL) para
purificacdo das amostras de plasma. O primeiro procedimento ELL incluiu uma
etapa de concentracdo do analito. Em 500 uL de solugédo padrdo de AZT em
plasma foi adicionado 60 uL de metanol contendo o Pl a 5000 ng/mL e mais 40
pL de &cido tricloroacético 0,01 % (TCA). A mistura foi agitada em vortex por 30
s e nela foram adicionados 2 mL de acetato de etila, seguida de mais 30 s de
agitacdo em vortex. Apés 10 min de centrifugagédo a 3500 RPM (centrifuga
Sorval TC 6), todo o volume do sobrenadante foi submetido a secagem sob
fluxo de ar. O precipitado foi submetido a uma segunda extragdo. Ele foi
misturado com mais 2 mL de acetato de etila seguido de 30 s de vortex e de
uma segunda centrifugacdo. O segundo sobrenadante foi adicionado ao
primeiro ja sob secagem. Apés a total secagem, os residuos restantes no fundo
do tubo foram reconstituidos em fase mével e injetados no sistema CLAE.

Além do procedimento acima, foram testadas ELL mais simples
utilizando os diferentes solventes listados abaixo:

e Acetonitrila contendo o Pl a 5000 ng/mL;

e Metanol contendo o Pl a 5000 ng/mL;

e Acetonitrila contendo o Pl a 5000 ng/mL e TCA na proporgéo 9:1
(VIV);

¢ Metanol contendo o Pl a 5000 ng/mL e TCA na propor¢céo 9:1
(VIV).

Estas ELLs foram realizadas com a adicédo de 100 uL do solvente em
100 uL de solugado padrao de AZT em plasma, seguida de agitagdo em vortex
durante 30 s e centrifugacdo a 13000 RPM durante 10 min (centrifuga
Eppendorf). Os sobrenadantes foram retirados e injetados diretamente no

sistema CLAE para quantificacdo do AZT.
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4.2.11.1.4. Validacdo do método bioanalitico

Este processo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pela
ANVISA (BRASIL, 2003b).

A curva analitica em plasma foi obtida em ftriplicata, calculada usando o
método dos minimos quadrados. As concentragbes de AZT utilizadas foram
5000, 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 ng/mL. A curva foi construida projetando-
se no eixo das ordenadas a ASC (UA.min) e no eixo das abscissas as
concentragbes de AZT. A concentragéo do PI foi de 5000 ng/mL.

A linearidade foi verificada pelo calculo da regresséo linear da média de
trés curvas analiticas, obtendo-se a inclinacgo, y-intercepto e r°. Os critérios de
aceitagdo foram: r# = 0,98, DPR < 20% em relacdo a menor concentracdo e
DPR < 15 % em relagao as outras concentragbes da curva analitica.

A especificidade e seletividade confirma a interferéncia de componentes
endégenos do plasma no tempo de retengcdo do AZT. A seletividade foi
investigada pela comparacado de amostras de solugdo de trabalho em plasma
contendo AZT com uma solugao de trabalho em plasma sem AZT, denominada
branco. Além disso, amostras de plasma foram contaminadas por alguns
antirretrovirais disponiveis como lamivudina, efavirenz e indinavir, comumente
utilizados no coquetel da AIDS, para avaliar a especificidade do método
analitico em detectar o AZT.

Para avaliar a precisdo e exatidao do método analitico, foram escolhidos
trés pontos dentro da faixa de concentragdo da curva analitica, representando
concentragdes baixa (150 ng/mL), média (2500 ng/mL) e alta (4000 ng/mL), as
quais foram preparadas em quintuplicata no mesmo dia e também em dias
diferentes, para analisar a precisdo e exatiddo intra e interdia. A precisao foi
constatada pelo valor de DPR o qual deve ser menor que 5 % e a exatidao foi
calculada pela razdo percentual entre a concentracdo experimental obtida
pelas solugcdes de trabalho em plasma e a concentracao tedrica. Os valores
devem estar dentro da faixa de 85 a 115%.

Para determinar a recuperagdo, amostras de solugdo de trabalho em
plasma foram contaminadas com solugbes padrao de AZT apds o processo de
extracdo. As ASC obtidas foram comparadas com as ASC dos extratos de

solugdes de trabalho em plasma preparadas normalmente. O teste foi realizado
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em quintuplicata para as concentragbes de 4000, 2500 e 50 ng/mL. A
recuperacdo do PI foi determinada na mesma concentragcdo em que foi testado
na curva analitica. A porcentagem de recuperacao foi calculada pela relagédo
entre a média experimental e o valor tedrico, cujo valor deve estar dentro da
faixa de 85a 115 %.

O LQ e o LD foram investigados a partir de cinco solugdes de trabalho
em plasma, preparadas em concentracbes decrescentes de AZT. Para uma
concentragéo ser aceita como LQ, a exatidao e a precisdo devem ser menores
que 20 %. O LD deve apresentar ASC duas ou trés vezes maior que o ruido da
linha base localizada no tempo de retencéo do AZT.

A estabilidade do AZT em plasma de rato foi avaliada através do preparo
de seis solugdes de trabalho em plasma com AZT na concentragdo de 2500
ng/mL. A leitura destas amostras foi realizada logo apdés o preparo
(extemporaneamente) e também depois de serem mantidas 24hs em
temperatura ambiente, para assim checar a estabilidade do AZT pos-

processamento.

4.2.11.2. Protocolo experimental

O procedimento experimental foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com Animais (FCFar/UNESP) e aprovado com numero de protocolo
36/2009.

Os animais foram divididos em trés grupos contendo 6 ratos que foram

tratados conforme especificado abaixo:

l. Administracao intravenosa de solucéo injetavel de AZT 10 mg/mL
(Zidovir, Cristalia, Itapira, Brasil) na dose de 8 mg/kg.

1. Administragcdo oral por gavagem de xarope constituido de uma
solugado concentrada de agucar e AZT a 10 mg/mL (LAFEPE, Dois
Irmaos, Brasil) na dose de 8 mg/kg.

[ll.  Administragdo intranasal da formulagdo precursora de cristal
liguido selecionada contendo AZT a 35 mg/mL, na dose de 8

mg/kg.
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A dose maxima de AZT que pode ser administrada foi calculada por
extrapolacdo alométrica, dando um valor de 55 mg/kg, considerando a dose
usual em humanos de 8,6 mg/kg (600 mg/dia) (MAHMOOD, 2007). Portanto, as
doses administradas estdo abaixo deste limite.

O desenho experimental foi construido com 12 tempos de coleta,
estendendo-se por 6 horas. Um protocolo satisfatério para estudo de
farmacocinética deve contemplar o acompanhamento das concentracdes
plasmaticas no periodo de pelo menos 5 meias vidas do composto (CHOW,
LIU, 2000). Como a meia vida do AZT é de aproximadamente 1 h, o periodo
estudado foi satisfatério e estd de acordo com a regulamentacdo da ANVISA
(BRASIL, 2003a).

4.2.11.3. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (Biotério Central da UNESP)
pesando entre 250 e 300 g. Os animais foram mantidos em condi¢cdes
controladas de temperatura (23 ° C + 1), umidade (55 % % 5) e luz (ciclo 12/12
h, luzes acesas as 7 h), em caixas com alimentacéo e agua ad libitum.

Os animais foram previamente submetidos a procedimento cirurgico
para implantagcao de cateter na veia arterial e femoral, utilizando anestésico
cetamina e xilasina na proporgao 8:3 (V/V), respectivamente, na dose de 100
mg/kg, por injecéo intraperitoneal. O procedimento cirurgico foi realizado 24
horas antes do estudo farmacocinético para o animal ter um periodo de
recuperagdo. Para o grupo | (tratamento intravenoso), a veia e artéria femoral
foram canuladas para administracdo e coleta das amostras. Para os outros
grupos (Il e lll), apenas a artéria femoral foi canulada para coleta do sangue.

Ap6s os experimentos, os animais foram sacrificados por inalagdo de
CO2, método de morte mais recomendado para pequenos roedores de
laboratério, principalmente para grande quantidade de animais, pois € barato,
nao inflamavel, ndo explosivo e seguro (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005).
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4.2.11.4. Procedimento de administrac&o intravenosa, oral e intranasal

Antes da administragcéo, os animais dos trés grupos foram anestesiados
com cetamina e xilasina 8:3 (V/V), dose de 100 mg/kg, por injegao
intraperitoneal.

A administragc&do da solucao injetavel foi realizada com uma seringa de 1
mL através da via femoral previamente canulada.

Na administragédo oral, o xarope de AZT foi administrado por gavagem,
utilizando uma seringa de 1 mL.

A administracéo nasal foi realizada usando uma micropipeta para instilar
um volume total de 60 plL, dividido em aplicagbes de 20 uL introduzidas
alternadamente em cada narina. A instilagcéo alternada foi realizada para evitar

um extravasamento ou o escoamento da formulag&o para a via gastrointestinal

4.2.11.5. Coleta, preparo das amostras e andlise por CLAE

O volume de sangue coletado foi de 250 uL, considerando que o volume
maximo permitido para ratos € de 3 mL para que n&do ocorram alteragcbes
hemodinamicas.

As amostras de sangue foram coletadas pela canula da artéria femoral
(250 pL) nos tempos 5 min; 15 min; 30 min; 45 min; 1 h; 1,5h; 2 h;2,5h; 3 h; 4
h; 5 h e 6 h ap6s a administracdo. O volume de sangue foi reposto com solugéo
salina estéril. As amostras de sangue foram colocadas em tubos contendo
heparina 2 %, centrifugadas a 3500 RPM por 15 min (centrifuga Eppendorf)
para separar o plasma e depois armazenadas a -20 °C até serem analisadas.

No momento da analise, as amostras de plasma foram preparadas de
acordo com o método de extragdo selecionado e quantificadas por CLAE

segundo o método analitico validado neste trabalho.
4.2.11.6. Andlise farmacocinética
Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas

de concentracdes plasmaticas versus tempo, utilizando o software Winonlin.

Foi determinado o pico de concentragdo plasmatica maxima (Cpax), 0 tempo
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para alcangar a Cpmax (Tmax), 0 volume aparente de distribuicao (Vy), a constante
de velocidade de eliminacédo (K), a meia vida (t2), a ASCo.r e ASCy., O
clearance total aparente (Cl) e o fator de biodisponibilidade (F).

Os resultados foram apresentados pelas médias e desvios-padrdo. A
comparagao entre os resultados foi determinada por teste t ndo paramétrico
(Mann Whitney) com nivel de significancia de 0,05. O software utilizado foi o
GraphPad Prism 5.01.
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5. RESULTADOS

5.1. Comportamento de fases dos tensoativos fosfatidilcolina e PPG-5-
CETETH-20 em &gua

A estratégia utilizada neste estudo para obter sistemas mucoadesivos foi
explorar a capacidade do tensoativo PPG-5-CETETH-20 em formar mesofases
mais estruturadas com o contado com fluidos aquosos. Por isso foi investigado
o comportamento de fases deste tensoativo em presenga de agua. A Figura 10
mostra um esquema ilustrativo do diagrama de fases binario obtido.

Além da agua, o tensoativo PPG-5-CETETH-20 foi combinado com
fosfatidilcolina e acido oleico para a construgcdo de diagramas de fases
ternarios. Por isso, € interessante saber também o comportamento destes
outros compostos primeiramente na presenga da agua. O diagrama de fases
binario obtido para fosfatidilcolina/ agua esta disposto na Figura 10. Como o
acido oleico ¢é insoluvel em agua, nao foi possivel realizar este estudo.

A mistura de fosfatidilcolina com até 70 % (p/p) de agua formou
predominantemente fases lamelares e hexagonais, pois na MLP foi identificado
tanto cruzes de malta como estrias, como pode ser observado na Figura 10.
Acima desta concentragdo, os sistemas tornaram-se liquidos e isotropicos.
Com estes resultados pode-se observar que a fosfatidilcolina, apesar de formar
cristais liquidos em contato com uma ampla faixa de concentragdo de agua, ela
n&o exibe uma evolugéo das estruturas com a diluigdo aquosa.

Pode ser observado que o PPG-5-CETETH-20 em contato com até 20 %
(m/m) de agua forma sistemas opticamente transparentes, liquidos e
isotropicos classificados como SLI. Acima de 20 % de agua, os sistemas se
transformaram na fase hexagonal, constatada pela observacdo de estrias na
MLP, indicadas na Figura 10. Esta fase possui alta viscosidade, é transparente
e tem a aparéncia de um gel. Ela foi mantida com a adicdo de até 40 % de
agua. Acima desta quantidade, o sistema mudou para a fase cubica, que
apesar de ser isotropica, foi identificada pela sua alta viscosidade, maior que
da fase hexagonal. Enfim, com adicdo de concentragbes de agua maiores que

55 %, os sistemas voltaram a ser SLI até a diluigéo infinita.
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Com este estudo foi possivel observar que o tensoativo PPG-5-
CETETH-20 em contato com concentragcdes crescentes de agua promove a
formacdo de estruturas cada vez mais organizadas. A diluicdo aquosa deste
tensoativo promoveu a transicdo de SL| para a fase hexagonal, seguida pela
fase cubica, até que uma maior concentragdo de agua dispersou o sistema que
voltou a ser um SLI. Ja com a diluigdo da fosfatidilcolina ndo houve aumento da
organizacéo dos sistemas. Independente da quantidade de agua ha sempre a
formac&do de uma mistura de fase lamelar e hexagonal, até que uma diluigdo
maior dispersa o sistema.

O comportamento de fases de tensoativos esta relacionado com as
proporcbes em que sdo utilizados e também com a geometria de suas
moléculas. Além da distingdo entre tensoativos ibnicos, catidénicos, n&o ibnicos,
e zwiteribnicos, o mais importante &€ a presenca e a dimensdo das cadeias
carblnicas e cabecas polares, ja que a transicdo de fases é essencialmente
governada pelo preenchimento do espacgo confinado entre as interconexdes
destas estruturas (GRASSI et al., 2007b).

A fosfatidilcolina possui duas cadeias carbbnicas ligadas a um grupo
fosférico (Figura 11), conformacao que favorece a formacdo de bicamadas.
Estes resultados estdo de acordo com a teoria que relaciona a geometria do
tensoativo com a capacidade de formar determinados agregados (LAWRENCE,
REES, 2000). Moléculas que possuem o volume da cabeca hidrofilica menor
que o volume ocupado pelas cadeias hidrofébicas, como é o caso de
tensoativos de cadeia dupla como a fosfatidilcolina, favorecem a formacgéo de
fases lamelares e vesiculares (LAWRENCE, REES, 2000).

Para tensoativos ndo ibnicos com uma unica cadeia carbdnica, como o
PPG-5-CETETH-20 (Figura 11), a adicdo de agua provoca a aglomeracao das
moléculas do tensoativo, cujas cabegas polares ficam voltadas para o meio
interno aquoso, a fim de obter um estado minimo de energia livre, formando
assim micelas reversas. Com o aumento da agua interna, a estrutura micelar
antes esférica passa a ser mais alongada, até que uma quantidade de agua
acima de 20 % promove o empacotamento destas estruturas, formando a fase
hexagonal. Com adicionais aumentos de agua, o tensoativo ndo consegue
estabilizar a agua como fase interna, resultando numa fase mais ordenada

como a fase cubica, cuja interface tem curvatura ao redor tanto da cadeia
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hidrofébica como da cabecga polar do tensoativo. Quando a quantidade de agua
excede a de tensoativo, a primeira passa a ser o meio externo e a parte
hidrofébica do tensoativo passa a se proteger contra o ambiente aquoso,

formando micelas normais.

Figura 11: Estruturas moleculares da fosfatidilcolina, PPG-5-CETETH-20 e

acido oleico.
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Visando o desenvolvimento de sistemas precursores de cristais liquidos
para aplicacdo nasal, a fosfatidilcolina ndo exibiu um aumento gradual da
organizacdo das mesofases em contato com a agua. O tensoativo PPG-5-
CETETH-20 mostrou formar sistemas liquidos que aumentam a viscosidade
com a diluicdo aquosa, porém, a transformacdo dos SLI em fase hexagonal
seguida da fase cubica pode provocar a obstrucdo das vias aéreas, devido a
grande rigidez destas fases. Logo, sistemas compostos por misturas binarias
de fosfatidilcolina/ agua e PPG-5-CETETH-20/ agua podem nao ser adequados
para via nasal.

Tendo isto em vista, este trabalho testou a adicdo de um terceiro
componente nestas misturas binarias a fim de alterar o comportamento de

fases dos sistemas. Foi testado a adigéo de fosfatidilcolina e acido oleico nas
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misturas binarias contendo PPG-5-CETETH-20 e agua. A fosfatidilcolina pode
promover a formacao de sistemas lamelares, os quais sdo menos rigidos que
as fases hexagonais e cubicas, e o acido oleico, por ter carater hidrofébico,
pode também alterar o comportamento de fases das misturas PPG-5-CETETH-

20 e agua.

5.2. Construcdo do diagrama de fases ternario com a combinacdo de
PPG-5-CETETH-20, fosfatidilcolina e 4gua.

O diagrama de fases ternario obtido para as misturas contendo PPG-5-
CETETH-20, fosfatidilcolina e agua esta apresentado na Figura 12. Algumas
imagens representativas obtidas por MLP estdo na Figura 13. O ponto F1 foi a
amostra selecionada para caracterizagédo fisico-quimica e F1d €& onde o
sistema se localiza apés a diluicdo aquosa de F1 na proporcéo 1:1 (p/p).

Observa-se que a maior parte do diagrama é composta por SAVTs
(Sistemas de alta viscosidade transparentes). A MLP mostra que a fase lamelar
predomina a direita do diagrama, onde as concentragdes de agua sdo menores
que 20 %. Acima desta concentracao, as fases lamelares passam a existir em
conjunto com a fase hexagonal. Apesar da identificacdo de anisotropia na
regido SAVT, caracteristica de cristais liquidos, visualmente estes sistemas néo
sdo totalmente transparentes, e sim translicidos. Os sistemas liquido-
cristalinos sao identificados também pela transparéncia, indicativos de
estabilidade termodindmica. O aspecto visual dos sistemas SAVTs pode ser
resultado do tamanho das estruturas formadas.

Os SLIs no vértice superior do diagrama sdo formados quando as
concentragdes de fosfatidilcolina sdo menores que 20 % e as concentragdes do
PPG-5-CETETH-20 sdo maiores que 70-80 %, permitindo a formagéo de SLls
com pouca quantidade de agua, o que nao seria possivel se houvesse apenas
a fosfatidilcolina e agua.

Os SLIs no vértice esquerdo do diagrama foram formados quando a
concentracdo de agua foi maior que 70 %. Esta alta diluicdo aquosa promoveu
uma maior dispersdo dos sistemas e o rompimento da estrutura liquido-
cristalina. Este mesmo comportamento foi observado na mistura binaria de

fosfatidilcolina e agua.
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Figura 12 — Diagrama de fases ternario obtido com a combinagédo de PPG-5-
CETETH-20, fosfatidilcolina e agua. (SLI): Sistemas liquidos isotropicos;
(SAVT): Sistemas de alta viscosidade transparentes; (F1), (F1d): amostras

caracterizadas.
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Figura 13 — Imagens obtidas por MLP da amostra F1, indicando as cruzes de
Malta caracteristico da fase lamelar, e da amostra F1d (F1+H.O 1:1 p/p),
indicando a presenca de cruzes de Malta juntamente com estrias, caracteristico
da fase hexagonal.

F1 F1d
(F1+H20 1:1 m/m)
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Portanto, em misturas ternarias contendo PPG-5-CETETH-20,
fosfatidilcolina e agua, ndo é possivel observar uma influéncia do PPG-5-
CETETH-20 na formagéo dos sistemas, a n&o ser quando sua concentragéo &
extremamente elevada. Em quase todo o diagrama ternario de fases, a
fosfatidilcolina governa a formagdo das estruturas, que foram as mesmas

observadas para a mistura binaria de fosfatidilcolina e agua.

5.3. Construgcdo do diagrama de fases ternario com a combinacdo de
PPG-5-CETETH-20, acido oleico e agua.

O diagrama de fases ternario das misturas contendo PPG-5-CETETH-
20, acido oleico e agua esta disponivel na Figura 14. Figuras representativas
da MLP estdo ilustradas na Figura 15. O ponto F2 foi a amostra selecionada
para caracterizagéo fisico-quimica e F2d é onde o sistema se localiza apés a
diluicdo aquosa de F2 na proporg¢ao 1:1 (m/m).

Este diagrama mostra que os SLIs foram formados ndo somente no
vértice superior do diagrama, como ocorreu para a combinacédo de PPG-5-
CETETH-20, fosfatidilcolina e agua, mas numa longa faixa englobando desde
baixas concentracdes até cerca de 80 % de acido oleico. Estes sistemas foram
mantidos até o acréscimo de 20 % de agua. Acima desta concentragao, eles
mudaram para SAVT.

Os SLI também foram formados no vértice esquerdo do diagrama, numa
regido bem estreita, quando a diluicdo aquosa dos SAVTs ultrapassa 70 % de
agua e quando a concentragdo de acido oleico esta abaixo de 5 %. Acima
desta concentragdo, sdo formados sistemas opacos, devido a baixa quantidade
de tensoativo que ndo é suficiente para estabilizar o 6leo no sistema.

Os sistemas obtidos nas regides classificadas como SLI s&o isotrépicos,
liquidos, opticamente transparentes e termodinamicamente estaveis. Com
estas caracteristicas, muitos autores classificariam estas regides como
microemulsdes. Porém, fases micelares também possuem estas caracteristicas
e a diferenca é que as micelas séo estruturas esferoides formadas apenas por
agregados do tensoativo. Ja nas microemulsdes o filme interfacial vai
estabilizar goticulas de uma fase oleosa que se protege de um meio externo

aquoso, ou goticulas de agua que se protegem de um meio externo oleoso.
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Figura 14 — Diagrama de fases ternario obtido com a combinagcédo de PPG-5-
CETETH-20, acido oleico e agua. (SAVT): Sistemas de alta viscosidade
transparentes; (SLI): Sistemas liquidos transparentes; (i), (F2) e (F2d):

amostras caracterizadas.

Fase

! 20
Sistemas

opacos

Separacao de
fases

10

acido oléico

Figura 15 — Imagens obtidas por MLP representando (a) regido do diagrama
ternario de fases da Figura 14 classificada como fase hexagonal, em que é
possivel observar as estrias caracteristicas desta fase; (b) imagem obtida para
a amostra F2d (F2+H,O 1:1 p/p), em que é possivel observar as cruzes de
Malta, caracteristico da fase lamelar.

(a) Fase hexagonal (b) F2d
(F2+H20 1:1 m/m)
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Analisando os SLls localizados a direita do diagrama, quando a agua é
fixada em 10 % no vértice superior, a concentracédo do tensoativo é
extremamente elevada e tanto a agua como o 6leo devem estar dispersos na
forma de monémeros. A diminuigéo do tensoativo e o aumento do acido oleico
devem provocar a formagédo de um sistema inverso, em que o 6leo passa a ser
0 meio externo e as moléculas do tensoativo voltam suas cabecas polares para
o interior da goticula que protege a agua que estd em menor quantidade.
Porém, para saber em que proporgdes isso ocorre e se a estruturacdo formada
pode ser classificada como microemulsdo, sdo necessarios mais ensaios de
caracterizacbes fisico-quimicas. A micela reversa é capaz de conter uma
quantidade de agua limitada a capacidade de hidratacdo da cabecga polar do
tensoativo. Esta quantidade de agua solvata e fica ligada ao tensoativo por
interagdes fracas e, por nao ser livre, suas propriedades séo diferentes da agua
normal. Se a quantidade de agua excede a capacidade de hidratacdo que a
cabeca hidrofilica do tensoativo suporta, entdo havera tanto agua ligada como
agua livre no interior da goticula, e é nesta conformac&o que o sistema é
classificado como uma microemulsao inversa (FANUN, 2009).

A regido SAVT é formada a partir da diluicdo dos SLIs com 20 % de
agua. Ela é composta basicamente por fases lamelares, identificadas pelas
cruzes de Malta visualizadas na MLP, como pode ser observado na Figura 15.
A fase hexagonal foi obtida apenas numa regido limitada do diagrama,
identificada pela observagédo de estrias na MLP (Figura 15), em que o acido
oleico esta abaixo de 5 %, tensoativo entre 65 e 40 % e agua entre 35 e 60 %.

As fases lamelares foram formadas quando a capacidade dos agregados
de tensoativos que isolavam a agua internamente nos SLlIs foi superada, e o
filme interfacial antes esférico se abriu, formando a fase lamelar, em que a
agua e o acido oleico sdo separados por bicamadas do tensoativo. As fases
lamelares obtidas foram formadas quando a agua ultrapassou cerca de 20 %
na composi¢cdo dos SLls. Visualmente os sistemas possuem viscosidade
intermediaria, sdo extremamente transparentes e homogéneos. A
caracterizacdo por MLP mostra cruzes de Malta nitidas, diferentes das fases
lamelares obtidas com a mistura ternaria PPG-5-CETETH-20/ fosfatidilcolina/

agua, cuja birrefringéncia nem sempre era facil de ser identificada, assim como
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para todos os outros SAVTs obtidos para esta combinagdo, que resultava
sempre em sistemas translucidos.

As fases hexagonais obtidas no diagrama da Figura 16 sdo também
sistemas de alta transparéncia e com viscosidade maior que as fases
lamelares. Elas sdo formadas quando a quantidade de acido oleico no sistema
€ muito baixa. Os SLls localizados imediatamente antes da regido onde se
encontra a fase hexagonal provavelmente estdo estruturados na forma de
micelas reversas em que as cabecgas polares das moléculas do tensoativo
ficam voltadas para o meio interno aquoso. Com a diluigdo, ha um aumento da
agua interna, e a estrutura micelar vai se alongando, até que uma quantidade
de &gua acima de 30 % promove o empacotamento destas estruturas,
formando a fase hexagonal. Este mesmo comportamento foi observado para a
mistura binaria PPG-5-CETETH-20/ agua. Como a quantidade de acido oleico
nesta regido € insignificante, o comportamento de fases do tensoativo
predomina. Portanto, a regido de fase hexagonal obtida é resultado das
propriedades do tensoativo e ndo foi uma influéncia do acido oleico.

Pode ser observado que com a adicdo do acido oleico n&o houve a
formacédo da fase cubica, mas ele contribuiu para formacdo de mesofases
lamelares bem definidas, as quais ndo eram formadas com a mistura binaria
PPG-5-CETETH-20/ agua. Portanto, o acido oleico alterou o comportamento de
fases do PPG-5-CETETH-20, j4 que promoveu a formacao de fases diferentes
das obtidas com mistura binaria do tensoativo em agua. Ja os sistemas obtidos
com a combinagéo ternaria de PPG-5-CETETH-20/ fosfatidilcolina/ dgua foram
0s mesmos observados na a mistura binaria fosfatidilcolina/ agua. Portanto, a
fosfatidilcolina ndo promoveu nenhuma vantagem ao ser combinada com o
PPG-5-CETETH-20 em relagédo ao seu comportamento de fases.

O &cido oleico é formado por uma cadeia carbénica de 18 carbonos
contendo uma insaturagédo e um grupamento carboxilico terminal (Figura 11).
Pode ser sugerido que este grupamento pode conferir certa hidrofilicidade a
molécula e uma pequena fragdo molar presente no sistema pode interagir na
interface 6leo/agua como um cotensoativo. Isto explicaria porque o acido
oleico, mesmo tendo uma alta lipofilicidade (EHL=1), permitiu a formagédo de
varias estruturas em associagdo com o PPG-5-CETETH-20 e agua. Outra

evidéncia que vai de encontro com esta propriedade do acido oleico é a

Flavia Chiva Carvalho



RESULTADOS

85

comparagéo dos seus resultados com outro diagrama de fases ternario obtido
por nosso grupo de pesquisa, que combinou PPG-5-CETETH-20 com o 6leo
mineral (CARVALHO et al., 2012). Como o 6leo mineral € composto apenas
por cadeias carbdnicas alifaticas saturadas e também por hidrocarbonetos
ciclicos (ROWE; SHESKEY, OWEN, 2006), sua conformagdo nao favorece
uma interagdo com a agua, havendo maior separacao de fases. A capacidade
do acido oleico de atuar como um cotensoativo também foi reportada por
Ekwall (1975), um dos pesquisadores pioneiros no estudo de sistemas
ternarios compostos por tensoativos.

Uma caracteristica importante dos SLIs e SAVTs obtidos para as
misturas ternarias de PPG-5-CETETH-20/ acido oleico/ agua é a estabilidade
termodindmica. Os sistemas foram formados pela simples mistura dos
componentes e permanecem estaveis, sem separagéo de fases ou mudancgas
de cor por longos periodos. Visualmente, amostras mantidas protegidas da luz
em temperatura ambiente por dois anos ndo sofreram nenhuma alteragéo.

A estabilidade termodindmica também facilita muito o escalonamento do
produto. Um dos grandes desafios da pesquisa de novos sistemas de liberagao
nanoestruturados é a possibilidade de se reproduzir em escala industrial o que
€ obtido nas bancadas de laboratorio. Para a produgao dos sistemas obtidos
neste trabalho ndo & necesséaria a utilizacdo de equipamentos e nem de
insumos farmacéuticos onerosos, logo, € extremamente viavel sua produgcao

em escala industrial.

5.4. Selecdo dos sistemas para caracterizagao fisico-quimica

Foram escolhidos dois sistemas provenientes da construcdo dos
diagramas de fases ternarios das Figuras 12 e 14, para avaliar sua capacidade
de agir como sistemas precursores de cristais liquidos e promover a
mucoadesdo. Para selecdo, foi levada em consideracido a capacidade do
sistema ter escoamento e se transformar em cristal liquido com a diluigdo
aquosa. Além disso, sistemas contendo alta concentracdo de PPG-5-CETETH-
20 foram evitados, pois o tensoativo numa quantidade muito elevada pode ser

irritante para a mucosa.
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Como os sistemas liquidos (SLIs) obtidos com a mistura ternaria de
PPG-5-CETETH-20/ fosfatidilcolina/ agua foram formados em concentragbes
muito altas de PPG-5-CETETH-20, foi escolhida uma fase lamelar (ponto F1 da
Figura 13), que apesar de ter viscosidade intermediaria, exibe certo
escoamento ao verter o frasco. A linha de diluigdo desta formulagdo mostra que
a agua promove a formacdo de uma mistura de fase hexagonal e lamelar, logo,
o0 ponto F1 & um sistema precursor de cristal liquido mais rigido, devido a
presenca da fase hexagonal em F1d.

Ja as misturas contendo PPG-5-CETETH-20/ acido oleico/ agua
formaram uma ampla regido de SLls. Para a escolha do ponto F2 (Figura 14),
considerou-se a minima concentragcdo do PPG-5-CETETH-20 que né&o fosse
perto das regibes de sistemas opacos ou separagao de fases. Além disso,
considerou-se a escolha de uma linha de diluicdo que abrangesse amplamente
a regido SAVT, para o sistema permanecer na estrutura liquido-cristalina numa
faixa de diluicao aquosa maior. A diluicdo aquosa de F2 (1:1 m/m) resultou na

fase lamelar F2d, como pode ser observado na Figura 15.

5.5. Incorporagdo de polimeros mucoadesivos nos sistemas

selecionados

Polimeros derivados do APA e quitosana sdo muito empregados no
desenvolvimento de sistemas mucoadesivos de liberagio. Por isto, foi testada
a incorporagao de alguns destes polimeros nos sistemas, a fim de avaliar se
esta associagdo aumenta suas propriedades mucoadesivas.

Alguns estudos ja reportaram que a adigcdo de polimeros mucoadesivos
em sistemas baseados em tensoativos aumentou a extensdo da absor¢céo dos
farmacos incorporados. Os autores atribuiram tal efeito & mucoadeséo
promovida pela adicdo de 0,5 % (p/p) de policarbofil em microemulsdes
compostas por glicerideos do macrogol caprico e caprilico, dietilenogligol,
poliglicerol e agua (VYAS et al.,, 2006a; 2006b; VYAS, SHAHIWALA, AMIJI;
2008).

Neste trabalho, os polimeros utilizados foram o policarbofil, C971, C974
e quitosana. Eles foram dispersos em concentragées de 0,1 %, 0,5 % e 1,0 %

(p/V) e foram incorporados em substituicdo a fase aquosa do sistema F2. Com
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a adicao dos polimeros, os sistemas foram nomeados como F2PF, F2C971,
F2974 e F2QS. Este teste nado foi realizado para F1 devido a sua maior
viscosidade que dificultou o processo de homogeneizagdo das amostras.

A Figura 16 mostra o aspecto visual dos sistemas ap6s a incorporagao
dos polimeros. Os resultados mostram que as concentragdes 0,5 % e 1 %
provocaram turbidez no caso dos polimeros derivados do APA, e precipitagao
no caso da quitosana. Quando as dispersdes foram adicionadas na
concentracdo de 0,1 %, os sistemas permaneceram limpidos, transparentes e
estaveis. Além disso, eles se mantiveram isotropicos, pois as imagens obtidas

por MLP mostram um campo escuro.

Figura 16 - Representacdo de F2 apds substituicdo da sua fase aquosa por
dispersdes dos polimeros mucoadesivos PF, C971, C974 e quitosana nas
concentragbes 0,1 %, 0,5 % e 1% (p/V).

F2 + dispersao de PF, C971 ou C974 F2 + dispersdo de quitosana

0,1% 0,5% 1,0% 0,1% 0,5% 1,0%

Portanto sistemas compostos por PPG-5-CETETH-20 acido oleico/ agua
ndo favorecem a incorporacdo de polimeros derivados do APA nem da
quitosana. Como a dispersdo destes polimeros €& dependente do
intumescimento, a baixa quantidade de agua presente nas formulagdes
somada a presenga de componentes anfifilicos e lipofilicos como a PPG-5-
CETETH-20 e acido oleico ndo ofereceu um ambiente propicio para a

incorporacao destes polimeros.
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Determinacéo da solubilidade do AZT nos sistemas selecionados

5.6.1. Método analitico para quantificar o AZT incorporado nos sistemas

Para quantificagdo do AZT nos sistemas em estudo, foram obtidas curvas
analiticas em diferentes solventes, de acordo com a melhor seletividade do

AZT em presenca dos componentes dos sistemas. Os resultados obtidos na
validacado do método analitico estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados da validagdo do método analitico para quantificar o AZT
incorporado nos sistemas.

Y F2, F2PF, acido - PPG-5-CETETH-20,
oleico PFO0,1
Solvente com
melhor Etanol Metanol Agua
seletividade
Faixa de
concentragao
20 a 50 pg/mL, 10 a 40 pug/mL 2,5 a 50 ug/mL
da curva
analitica
Regressao
—_— y=0,0335x+0,0795 y=0,0411x-0,0313 y=0,0406x+0,0391
r 0,9978 0,9976 0,9974
LD (ug/mL) 0,481 0,095 0,45
LQ (pg/mL) 1,603 0,317 1,50
Concentragdes
tedricas de AZT 20 35 50 10 25 40 2,5 10 40
(ug/ml)
Concentragdes
experimentais 19,91 31,62 47,67 10,17 26,50 41,75 29 9,82 40.75
de AZT (ug/ml)
DP 094 13 253 015 0,33 0,73 0,07 0,37 534
DPR (%) 471 416 530 147 1,25 1,75 244 3,75
Exatidao (%) 99,56 90,34 95,34

5,34
101,7 106,0 104,4 116,6 98,21 101,9
Os parametros foram validados utilizando espectrofotémetro UV HP 8453 a 266 nm e os critérios de
aceitagao foram os determinados pela ANVISA (BRASIL, 2003b).
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A curva analitica em etanol foi obtida para quantificar o AZT nas
amostras F2, F2PF e acido oleico. A curva analitica em metanol foi construida
para quantificar o AZT na amostra F1. A curva analitica em agua foi construida
para quantificar o AZT nas amostras PPG-5-CETETH-20 e na dispersao de
policarbofil 0,1 % (p/V) (PF).

As regressbes lineares calculadas para cada curva analitica, seus
respectivos r# e os valores de LD e LQ estdo dispostos na Tabela 4. A precisdo
foi constatada pelos valores de DPRs os quais foram menores que 5 %. Os
valores de exatiddo devem estar dentro da faixa de 80 a 120 % e os valores
experimentais obtidos estdo dentro dos limites aceitaveis (BRASIL, 2003a),

como pode ser visualizado na Tabela 4.

5.6.2. Avaliacdo daincorporacao do AZT nos sistemas

A quantidade maxima de AZT que pode ser incorporada nos sistemas
em estudo foi investigada adicionando-se nos mesmos 3 g do farmaco. Apés a
homogeneizacgéo, eles foram centrifugados e o AZT em excesso foi precipitado.
O sobrenadante contendo o AZT solubilizado foi devidamente diluido no
solvente determinado na validagdo do método analitico e quantificado por
espectroscopia UV.

O AZT foi incorporado nas formulagbes F1, F2, F2PF e também nos
componentes isolados (PPG-5-CETETH-20 e acido oleico). A incorporacdo do
AZT na fosfatidilcolina nao foi realizada, pois o processo de homogeneizagéo
fica complicado devido a sua consisténcia pastosa. A solubilidade do AZT em
agua é 20 mg/mL (MERK, 1996) e experimentalmente, o valor obtido foi 26,28
mg/mL.

Os sistemas contendo AZT foram nomeados como F1A, F2A e F2APF.
A Figura 17 mostra um grafico comparativo das quantidades maximas de AZT

incorporadas em cada amostra.
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Figura 17 - Incorporagdo do AZT nas formulagdes F1A, F2A, F2APF e nos
componentes isolados - acido oleico (AO), PPG-5-CETETH-20 e agua.

Os resultados mostram que a solubilidade do AZT no tensoativo PPG-5-
CETETH-20 é maior que em agua, ja que incorporou em média 30 mg/mL do
farmaco. O acido oleico incorporou em média 4,16 mg/mL de AZT, resultado
esperado, ja que o AZT é hidrossoluvel e o acido oleico € lipofilico.

Embora os sistemas F1A, F2A e F2APF contenham a mesma
quantidade de PPG-5-CETETH-20 e agua, a presenca da fosfatidilcolina ou do
acido oleico influenciou diretamente nos resultados. O interessante € que
mesmo o acido oleico sendo mais lipofilico que a fosfatidilcolina, favoreceu a
solubilizagdo do AZT, que € um farmaco hidrofilico. Uma explicagédo para este
fendmeno pode estar na estruturacdo dos sistemas. F1A é uma fase lamelar,
cuja area de regiao interfacial € menor que F2A, ja que o sistema fica dividido
em camadas de polaridades diferentes. F2A, por ser um sistema de goticulas
dispersas, a regido interfacial € maior e a capacidade de solubilizar farmacos

aumenta.
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Portanto, a formulagdo F2A aumentou a solubilizagédo do AZT e pode
também favorecer a solubilizagdo de outros antirretrovirais, os quais podem ser
incorporados em associagdo dentro do mesmo sistema, ja que a terapia da
AIDS é realizada com a combinagé&o de varios farmacos.

O volume maximo de formulagdo que é possivel administrar via nasal é
de 300 ulL. Assim, o sistema de liberagao para ser administrado via nasal tem
que apresentar uma boa capacidade de incorporagdo do farmaco. Isto permite
a administragdo da dose num volume pequeno de formulagdo. Sob este
aspecto, o sistema F2A oferece grande vantagem para administracdo nasal do
AZT.

5.7. Avaliacdo do comportamento de fases dos sistemas em presenca

de muco por MLP

Para simular o comportamento de fases dos sistemas na cavidade nasal,
eles foram diluidos com FNS na proporgéo 1:1 (p/p) e observados por MLP.

Os sistemas investigados foram F1, F2, F2PF, F2C971, F2C974 e F2QS
e apo6s a diluicdo em FNS foram nomeados como F1d, F2d, F2PFd, F2C971d,
F2C974d e F2QSd, respectivamente. As imagens obtidas por MLP estao na
Figura 18.

A formulacdo F1 & uma fase lamelar devido a visualizagdo das cruzes de
Malta por MLP. O contato com FNS a transforma numa mistura de fase lamelar
e hexagonal (F1d), confirmado pela visualizagdo de estrias em conjunto com as
cruzes de Malta.

A formulacéo F2 exibe campo escuro na MLP por ser um sistema liquido
e isotropico. A mistura com FNS a transforma numa fase lamelar, evidenciada
pelo aparecimento das cruzes de Malta. A mesma transicdo de fase é
observada para os sistemas adicionados com os polimeros mucoadesivos,
logo, seu comportamento de fases ndo é alterado em relacdo a amostra F2
sem os polimeros.

Portanto, todos os sistemas aumentam a organizagao estrutural pelo
contato com o FNS e podem, portanto, ser explorados como precursores de

cristais liquidos.
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Figura 18 - Imagens obtidas por MLP das formulagées F1, F2, F2PF, F2C971,
F2C974, F2QS e de suas diluicdes 1:1 (m/m) em FNS, resultando nas
amostras F1d, F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d, F2QSd.

F1 F2, F2PF, F2C971, F2C974, F2QS

F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d,
F1d F2QSd

5.8. Caracterizacéo reologica por ensaio de fluxo continuo

Os sistemas precursores de cristais liquidos foram submetidos as
medidas reoldgicas de fluxo para caracterizar seu escoamento, propriedade
muito importante para possibilitar a aplicagdo nasal. Os reogramas de fluxo
obtidos estéo representados na Figura 19.

A forma da curva do reograma da amostra F1 é caracteristica de um
fluxo ndo Newtoniano, pois a tenséo passa a nao variar com o aumento da taxa

de cisalhamento. Isto é um efeito da diminuicdo da viscosidade com o aumento
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da taxa de cisalhamento, que define um fluxo pseudoplastico (BARNES, 1989).
O sistema F1 também apresentou comportamento tixotropico, ou seja, o
sistema recupera sua estrutura com a diminuicdo da taxa de cisalhamento.
Pode ser observada uma grande area de histerese, representando a quebra ou
o rompimento da estrutura do sistema quando submetido a uma tenséo de
cisalhamento (LEE; MOTURI; LEE, 2009; SCHNAARE, 2005).

A formulagdo F2 & um sistema de comportamento Newtoniano, pois
todos os pares de valores de tenséo e taxa de cisalhamento da curva de fluxo é
sempre constante, o que resulta numa reta (SCHRAMM, 2006), como
observado na Figura 19. A viscosidade de sistemas Newtonianos é sempre
constante e n&o varia com a taxa de cisalhamento (BARNES, 1989). Os
resultados também mostram que a adicdo de polimeros mucoadesivos a 0,1 %
(m/v) ndo alterou este comportamento.

Os parametros calculados com o ajuste da lei das poténcias aos
reogramas de fluxo dos sistemas estédo dispostos na Tabela 5. O valor de n =
0,38 para F1 confirma que o sistema possui fluxo pseudoplastico e o alto valor

de k é resultado da estrutura lamelar.

Figura 19 - Reogramas de fluxo dos sistemas F1, F2, F2PF, F2C971, F2C974
e F2QS.

Tensdo de cisalhamento (Pa)

a 100 200 300 400 500
Taxa de cisalhamento {1/s)
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Tabela 5 - Parametros de fluxo dos sistemas
precursores de cristais liquidos calculados pela lei das

poténcias (Equacéo 3).

Parametros de fluxo

Amostras n K ré
F1 0,38 3458 0,04
F2 0,99 0,19 1,00
F2PF 1,00 0,15 1,00
F2C971 0,99 0,21 1,00
F2C974 0,99 0,23 1,00
F2QS 0,99 0,22 0,99
F2A 0,95 0,13 0,99

k - indice de consisténcia; n - indice de escoamento (BARNES, 1989).

A formulagcédo F2, F2A, F2PF, F2C971 e F2C974 exibiram baixos valores
de k e valores de n préximos ou iguais a uma unidade, confirmando o
comportamento de fluxo Newtoniano.

Portanto, os sistemas F2, F2A, F2PF, F2C971 e F2C974 possuem
escoamento livre e podem ser facilmente administrados pela via nasal. F1 tem
alto indice de consisténcia, porém, por exibir fluxo pseudoplastico, a
viscosidade é diminuida com o cisalhamento. Materiais deste tipo tém sua
estrutura reorientada na direcdo do fluxo e as interagdes intermoleculares que
antes causavam resisténcia tornam-se menores, provocando afinamento do
fluxo, conhecido como shear thining (SCHRAMM, 2006). O afinamento do fluxo
€ uma vantagem na aplicacdo de sistemas de liberagdo semissoélidos, pois
facilita seu extravasamento através do frasco ou dispositivo que o contém,
como tubos, conta-gotas e seringas, além de permitir o espalhamento da
formulagdo no local de aplicacdo desejado. Logo, esta propriedade pode

permitir a administracdo nasal de F1.
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5.9. Caracterizagdo da mucoadesdo por reologia oscilatéria de

varredura de frequéncia

A reologia oscilatéria € muito utilizada para caracterizar misturas de
polimeros com mucina, a fim de medir as mudangas na viscoelasticidade do
sistema de liberacéo in situ, e por isso € uma técnica também usada para
caracterizar a mucoadesdo (CEULEMANS; VINCKIER; LUDWIG, 2002;
CALLENS et al., 2003). O aumento na resposta reologica dos sistemas quando
misturados com os componentes do muco ou com a mucina € conhecido na
literatura como sinergismo reolégico (CARVALHO et al., 2010b; CEULEMANS;
VINCKIER; LUDWIG, 2002; HASSAN; GALLO, 1990). Para um sistema ser
considerado mucoadesivo, a resposta reolégica da mistura do sistema de
liberagdo com o muco/componentes deve ser maior que a resposta do sistema
ou do muco isolados (HASSAN; GALLO, 1990).

Nos ensaios oscilatérios, a magnitude do mddulo elastico G é uma
indicagdo qualitativa da estrutura do sistema (CEULEMANS; VINCKIER;
LUDWIG, 2002). Trés situagdes podem ser encontradas para uma disperséo
polimérica: G’>> G” para um sistema interligado quimicamente, G’>G” para
cadeias mantidas por ligagcdes secundarias, e G’< G” para dispersdes cujas
moléculas estdo apenas ligadas fisicamente. Sob uma tensio constante e em
baixas frequéncias, sistemas mais empacotados apresentam o médulo elastico
G’ maiores que o viscoso G” e ambos sdo independentes da frequéncia.
Graficamente s&o representados por uma reta constante. Para sistemas mais
fracamente estruturados, os modulos oscilatérios sdo dependentes da
frequéncia e é observada nesse mesmo grafico uma inclinagdo da curva
(CALLENS et al., 2003; CEULEMANS; VINCKIER; LUDWIG, 2002).

A Figura 20 mostra os reogramas de varredura de frequéncia obtidos
para os sistemas F1, F2, F2PF, F2C971, F2C974, F2QS e também das suas
misturas com FNS (F1d, F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d, F2QSd), a fim de
avaliar as mudancas na viscoelasticidade dos sistemas em contato com muco.
As medidas foram obtidas a partir da regido viscoelastica linear, em que a
microestrutura da amostra € mantida intacta durante o ensaio, diferente das

medidas de fluxo.
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A formulagédo F1 exibe G’ maior que o G”, além de ser constante e
independente da frequéncia, caracteristicos de sistemas mais estruturados. A
adicdo do FNS aumentou mais ainda esta estruturacéo, pois o valor de G’ de
F1 que era em torno de 100 Pa aumentou para em média 10.000 Pa em F1d.
F1 é uma fase lamelar, ja F1d é uma mistura de fase lamelar e hexagonal, o
que conferiu 0 aumento da elasticidade desta amostra.

Diferente de F1, as formulagdes F2, F2PF, F2C971, F2C974 e F2QS
apresentaram reogramas oscilatérios com moédulos elasticos e viscosos
crescentes, o que confere uma inclinagdo em suas curvas, exibindo o G’ menor
que G”, caracteristico de amostras mais liquidas. Este comportamento era
esperado, jA4 que se trata de amostras com fluidos de comportamento
Newtoniano. A mistura destas amostras com FNS promoveu o aumento de G’,
sendo este maior que o0 G” e ambos os modulos mostraram ser independentes
da frequéncia, caracteristico de sistemas estruturalmente mais fortes. Como as
amostras F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd apresentaram curvas
oscilatérias semelhantes, para uma melhor comparagao entre os dados, foram
selecionados valores pontuais de G’ na frequéncia de 1 Hz para comparar
numericamente as diferencas deste médulo entre as amostras (Figura 21).

Os resultados mostram que F2PFd tem valor de G’ cerca de trés vezes
maior que as amostras F2d, F2C971d, F2C974d e F2QSd. Isto significa que a
adigdo da dispersédo do polimero policarbofil 0,1 % (m/v) contribuiu para uma
maior estruturagdo do sistema em contato com o FNS em relagéo a adicéo das
outras dispersdes de C971, C974 e quitosana.

Os resultados mostram que todos os sistemas precursores de cristais
liquidos em estudo neste trabalho misturados com FNS exibem moédulos
elasticos maiores que as mesmas formulagdes antes da mistura. Portanto,
pode ser concluido que o contato dos sistemas com o muco pode promover a
formagcdo de uma matriz liquido-cristalina com elasticidade superior a
formulagdo precursora, logo, as misturas exibem sinergismo reoldgico,

propriedade que pode contribuir para a mucoadeséao do sistema de liberagéo.
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Figura 20 — Reogramas obtidos com as medidas de reologia oscilatéria de
varredura de frequéncia das amostras F1, F2, F2PF, F2C971, F2C974, F2QS e
também das suas misturas com FNS (F1d, F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d,
F2QSd). (O ou O) G”; (M ou W) G'.
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Figura 21 - Comparagédo dos modulos elasticos (G’) na frequéncia de 1 Hz das
amostras F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd.
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5.10. Caracterizacdo das propriedades mecanicas

5.10.1. Avaliacédo do perfil de textura (TPA) dos sistemas em contato
com FNS

Esta caracterizacédo foi realizada para as formulagées misturadas com o
FNS, a fim de simular e investigar as mudangas que podem ocorrer na textura
dos sistemas quando entram em contato com o muco na cavidade nasal.

Nao é possivel realizar medidas de TPA quando as amostras sao
liquidas, como € o caso das formulagdes F2, F2PF, F2C971, F2C974, e F2QS.
No teste TPA é necessario que a amostra imponha resisténcia a entrada da
prova analitica, denominada como for¢ca de gatilho (frigger force), cujo valor
estipulado foi de 2 mN. Para a deteccdo de amostras liquidas, seria necessaria
uma forgca de gatilho menor, porém, quando esta foi testada, a prova analitica
encontrava resisténcia no ar, interferindo nas medidas. Portanto, apenas as
misturas das formulagbes com FNS foram testadas, j& que estas possuem
maior viscosidade. Os valores médios obtidos para os parametros dureza,
resisténcia a compressao, adesdo e coesao estdo graficamente dispostos na
Figura 22.
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Figura 22 - Graficos das medidas feitas pelo teste TPA, obtendo os
parametros de dureza, resisténcia a compressdo, adesdo e coesdo das

amostras diluidas em FNS.
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Os resultados obtidos para as misturas foram comparados com hidrogéis
de policarbofil utilizados neste estudo como padrdo. Os valores médios dos

parametros de TPA obtidos para os hidrogéis estao apresentados na Figura 23.
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Figura 23 - Graficos das medidas feitas pelo teste TPA, obtendo os

parametros de dureza, resisténcia a compressio, adesdo e coesao para 0s

hidrogéis de policarbofil utilizados como padrdo comparativo.
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A amostra que apresentou a maior dureza foi F1d, cujo valor obtido foi

estatisticamente semelhante ao padrdo PF3 (valor de P > 0,05), mostrando que

F1d tem uma dureza tdo alta quanto um hidrogel mucoadesivo altamente
reticulado. As amostras F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd possuem
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dureza sem diferenga estatisticamente significativa (valor de P > 0,05), com
magnitude semelhante ao padrdo PF0,5, que €& um hidrogel menos
concentrado.

A maior resisténcia a compressao foi encontrada para a amostra F1d,
cujo valor foi maior que o padrdo PF5 (valor de P < 0,05). As amostras F2d,
F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd possuem valores de resisténcia a
compressao semelhante ao padrao PF0,5 (valor de P > 0,05).

Quanto a adesé&o, a amostra F1d obteve um valor maior que o padréo
PF5 (valor de P < 0,05). As misturas F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd
exibiram valores de adesdo semelhantes ao padrao PF0,5 (valor de P > 0,05).

A dureza e a resisténcia a compressao sao parametros que podem ser
relacionados a rigidez da amostra. A observacéo dos resultados obtidos para
os hidrogéis mostra que seus valores crescem com o aumento da
concentragédo do polimero, assim como a adesao. Logo, pode ser sugerido que
quanto maior a rigidez dos sistemas, maior sera sua adesdo. Como a amostra
F1d foi a que mostrou maior dureza e a resisténcia a compressao, sua adesao
foi maior. Isto é resultado da presenga da fase hexagonal em F1d, a qual ndo
foi observada nas amostras F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd.

Portanto, pode ser sugerido que quanto maior a organizacdo da
mesofase liquido-cristalina, maior sera sua adesao. Um maior valor de dureza
e adesdo pode ser um indicativo de uma maior mucoadesio, porque serao
necessarios maiores forcas de cisalhamento e acédo do sistema de depuracgéo
mucociliar para remover o sistema de liberagcdo em contato com a mucosa.
Esta correlagdo também foi encontrada por BROMBERG et al. (2004), que
estudou hidrogéis de copolimeros formados por pluronic e derivados do APA. A
forca de mucoadesdo obtida em mucosa intestinal de rato foi linearmente
proporcional ao aumento da energia armazenada nas amostras, ou seja, ao
seu aumento da elasticidade e rigidez.

Os valores de coesdo das misturas de todos os sistemas precursores
de cristais liquidos com o0 FNS s&o semelhantes (valor de P > 0,05) e menores
que os valores obtidos pelos hidrogéis, independente da concentracdo de
policarbofil. A maior coesdo dos hidrogéis significa que o trabalho necessario
para a prova analitica penetrar nestas amostras foi praticamente 0 mesmo nos

dois ciclos de compressdo, os quais nao foram suficientes para quebrar a
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reticulagdo das cadeias poliméricas. A menor coes&do observada nos cristais
liquidos € devido ao menor trabalho para comprimi-los no segundo ciclo de
compressdo. A primeira compressao pode ter provocado um desarranjo na
estrutura liquido-cristalina da amostra, e a forca necessaria para penetra-la
pela segunda vez foi menor. Embora a mucoadesao seja desejada, o sistema
ndo pode permanecer por tanto tempo na mucosa e inibir a funcdo protetora
deste mecanismo. Portanto, a baixa coesdo dos cristais liquidos pode
proporcionar um balango entre mucoadeséao e a depuragéo da formulagao.

Apesar das estruturas liquido-cristalinas formarem uma rede com
reologia semelhante a um gel polimérico, sua viscoelasticidade ndo é resultado
de reticulagéo intermolecular das cadeias poliméricas, mas sim da organizacéo
interfacial das moléculas de tensoativo em contato com a agua e os outros
componentes. As estruturas formadas por tensoativos atuam segundo GRASSI
et al. (2007b) como “polimeros vivos”, cuja dimensdo e tamanho variam
reversivelmente em consequéncia das condigdes de tensdo. As estruturas
liquido-cristalinas podem se quebrar sob uma determinada tensdo e podem se
rearranjar depois de cessada (GRASSI et al., 2007b). Devido a organizagao
liquido-cristalina ser mais susceptivel a tensdo, a coesdo das amostras F1d,
F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd foi menor que dos hidrogéis. Essa
propriedade pode ser interessante para aplicagdo nasal, ja que uma alta
coesdo pode dificultar a remocéo do sistema pelo mecanismo de depuragéo
mucociliar. E interessante salientar que a coesdo foi semelhante para os
cristais liquidos independente de ser mesofase lamelar ou hexagonal.

Os valores de coesdo obtidos para os cristais liquidos foram em média
0,8, o que significa que houve cerca de 20 % de deformagé&o das amostras sob
uma acdo mecénica. Logo, movimentos em baixas velocidades como os
estipulados no teste TPA realizado neste estudo ndo provocaram uma total
desestruturacdo dos cristais liquidos. Esta caracteristica pode ser uma
vantagem para sistemas mucoadesivos de liberagdo nasal que nao podem ser
imediatamente removidos pelos mecanismos de depuracdo mucociliar. Por
outro lado, os sistemas também n&o devem permanecer por muito tempo a
ponto de inibir esta fungdo, que € uma protegédo do organismo contra a inalagao
de impurezas do ar e essencial para a respiragdo. Portanto, a coesao é um

parametro importante para caracterizar a desintegracdo da amostra, que pode
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ser correlacionada com os efeitos provocados pela depuragcdo mucociliar das
mucosas, e assim contribuir para caracterizacdo da mucoadeséo in situ.

Os resultados mostraram que a incorporacdo de polimeros
mucoadesivos n&o alterou os parametros relacionados a rigidez e nem a
adesdo e coesao dos sistemas. Portanto, a adicdo dos polimeros
mucoadesivos n&o promoveu henhuma mudancga na textura dos sistemas.

A avaliagdo do perfil de textura pode ser extremamente util para
caracterizar as mudancas nas propriedades mecéanicas ocorridas nos sistemas
misturados com o muco e, em conjunto com a reologia, pode ser uma
importante ferramenta para caracterizar a mucoadesé&o in situ. Um sistema
mucoadesivo de liberacdo nasal ideal ndo deve ser muito rigido e coeso a
ponto de impedir totalmente a depuragdo mucociliar. Apesar das amostras F2d,
F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd apresentarem menor ades&o em relagcéo
a F1d, elas possuem menor dureza e resisténcia a compresséo. O menor valor
destes parametros pode contribuir para uma melhor espalhabilidade da
formulagdo na cavidade nasal. Portanto, apesar de F1d apresentar a maior
adesao, sua alta rigidez pode néo ser favoravel a administragdo nasal, pois

pode obstruir as vias aéreas.

5.10.2. Teste de avaliacdo da forca mucoadesiva

Os parametros estudados neste teste foram o Pya € Tua Os resultados
obtidos para os sistemas F1, F2, F2PF, F2C971, F2C974 e F2QS estao
apresentados na Figura 24. Eles foram comparados com medidas da agua
realizadas nas mesmas condigcdes de ensaio, utilizada como branco. Os
resultados obtidos para os precursores de cristais liquidos misturados com o
FNS (F1d, F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd) estdo representados na
Figura 25, e foram comparados com o hidrogel de policarbofil a 5 % (m/v)

(PF5) utilizado como padrao.
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Figura 24 — Comparagao entre as medidas da forgca mucoadesiva das
amostras F1, F2, F2PF, F2C971, F2C974, F2QS e agua, utilizando mucosa

nasal suina e disco de mucina como mucosa modelo (n=6).
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Figura 25 — Comparacao entre as medidas da forga mucoadesiva das
misturas dos sistemas precursores de cristais liquidos com FNS e do padrao
PF5, utilizando mucosa nasal suina e disco de mucina como mucosa modelo
(n=6).
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Os valores dos parémetros de forca mucoadesiva da formulagcdo F1
foram muito maiores que os das formulagcées F2, F2PF, F2C971, F2C974 e
F2QS, independente do modelo de mucosa utilizado. O sistema F1 é uma fase
lamelar de alta viscosidade, enquanto as outras formulagbes s&o liquidas. Os
sistemas liquidos ndo apresentaram diferenga significativa (valor de P > 0,05),
cujos valores de forga foram semelhantes ao da agua.

Experimentalmente, durante a fase de retirada da mucosa modelo em
contato com a amostra, foi observado que as amostras liquidas se
fragmentavam devido a uma falta de coesdo interna e, com o destaque, a
mucosa modelo sempre levava consigo parte da amostra aderida. Portanto,
medidas de forca interfacial ndo sdo adequadas para amostras liquidas. Estes
resultados sugerem que a forca de mucoadesdo &€ amplamente influenciada
pela viscoelasticidade do material.

A mucoadeséo dos sistemas precursores de cristais liquidos diluidos em
FNS mostrou ser muito maior em relagdo aos mesmos sistemas antes da
diluigao, independente da mucosa modelo utilizada. Este resultado indica que
a mudanga para uma mesofase com estrutura mais rigida proporciona um
aumento na forgca mucoadesiva.

Os valores de Tya € Puya da amostra F1d foram os mais altos, com
resultados semelhantes ao padrdo PF5, que € um hidrogel extremamente
elastico. Isto mostra como a fase hexagonal, por ser mais estruturada, aumenta
a mucoadesao.

As diferencas de resultados encontradas entre as mucosas modelos
podem ser explicadas pela porosidade do disco de mucina. Como o disco é
formado pelo pé da mucina compactado, a agua preenche as irregularidades
de sua superficie interna, penetrando entre as cadeias de mucina, provocando
seu intumescimento e a formacdo de uma camada desta glicoproteina
hidratada. Neste caso, portanto, a maior mucoadesao obtida pela agua foi
devida a membrana modelo utilizada. Ja a mucosa nasal suina n&o possui a
porosidade interna de um pé compactado. A mucoadesao se da pela adsor¢céo
do liquido em sua superficie, reduzindo a energia livre que se consolida pela
formagéo de ligagdes fracas (SMART, 2005). Sob este aspecto, tanto a agua
como os sistemas liquidos F2, F2PF, F2C971, F2C974 e F2QS mostraram ter
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a mesma capacidade de adsor¢do na mucosa nasal suina, ja que seus valores
de mucoadesédo nao se diferenciaram.

Os sistemas F2d, F2PFd, F2C971d, F2C974d e F2QSd testados em
mucosa nasal suina ndo apresentaram diferenga significativa (valor de P >
0,05). Ja as analises utilizando disco de mucina mostraram que, dentre as
estas amostras, F2PFd exibiu os maiores valores de Tya € Pua (valor de P <
0,05). Como esta mistura apresentou o maior sinergismo reologico, ou seja,
maior G’ em relacdo as outras misturas F2d, F2C971d, F2C974d e F2QSd, a
maior elasticidade pode ter influenciado no aumento da mucoadesdo de
F2PFd. Porém, tal diferenga ocorreu apenas utilizando o disco de mucina; em
mucosa nasal suina a mucoadesao de F2PFd n&o se diferenciou.

Observando as diferengas obtidas entre as mucosas modelos, o disco
de mucina nao pode ser considerado um substituto da mucosa animal, mas sim
um modelo auxiliar no entendimento dos mecanismos de mucoadesao dos
sistemas.

Concluindo, com o teste de obtengédo da forca mucoadesiva péde ser
observado que sistemas liquidos ndo exibem uma forgca de retengdo e o
destaque interfacial causa ruptura da amostra. Porém, a mudanca de fase
promovida pela diluicdo dos sistemas em FNS aumentou acentuadamente os
valores de Tya e Pya, mostrando que a transformagéo dos sistemas numa fase

liquido-cristalina favorece a mucoadeséao.

5.11. Selecéo do sistema candidato a administracédo nasal

O sistema F1 foi o que apresentou maior forca mucoadesiva; porém, os
testes reolégicos de fluxo continuo e oscilatério de varredura de frequéncia
mostraram que F1 possui uma organizagao liquido-cristalina com consisténcia
e elasticidade que podem dificultar a administragdo nasal. O contato com muco
artificial promoveu a formac&o de uma fase hexagonal com elasticidade, dureza
e resisténcia a compresséo extremamente elevados, que pode ser prejudicial
para a fisiologia nasal. Além disso, F1 incorporou baixa quantidade de AZT.

A solubilidade do AZT no sistema F2 foi muito maior que F1. F2 mostrou

fluxo Newtoniano, que facilita a aplicacdao da formulacédo pelo gotejamento e
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permite sua chegada a cavidade nasal. O contato com o muco o transforma
numa fase lamelar com elasticidade, dureza e resisténcia a compressdo nao
tdo elevados; logo, a formacédo de F2d pode ser menos invasivo contra os
mecanismos de depuragdo mucociliar que a formagao de F1d. Mesmo obtendo
valor de forca de mucoadesdo menor que F1d, a formagédo de F2d promove o
aumento da mucoadesdao em relacdo a formulacdo precursora F2. Este
aumento da forgca somado as caracteristicas reoldgicas e mecénicas mais
adequadas podem ser propriedades importantes para o delineamento de um
sistema de administragdo nasal. Como a incorporagédo dos polimeros
mucoadesivos policarbofil, C971, C974 e quitosana nao promoveu nenhuma
alteragdo nos parémetros mencionados para F2, os sistemas F2PF, F2C971,
F2C974 e F2QS foram descartados. Logo, F2 foi escolhido para os testes de

permeacdo e avaliagao pré-clinica.

Figura 26 — Esquema ilustrando o aspecto visual do sistema F2 antes da
administragcao nasal e a formagéo do sistema F2d por meio do contato com o
muco depois da administracdo. As fotografias de F2 e F2d estéo
acompanhadas de suas respectivas imagens obtidas por MLP, indicando

campo escuro e cruzes de malta, respectivamente.
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5.12. Avaliacdo da permeacéao ex vivo

5.12.1. Meétodo analitico para quantificar o AZT em meio receptor

A curva analitica obtida em tampao fosfato monobasico 20 Mm pH 6,8
com o AZT diluido na faixa de concentragéo entre 0,1 a 20 ug/mL foi y =
0,00174x — 0,00013, com r# = 0,9998. Os DPRs da inclinagdo e y-intercepto
foram 2,5 % e 7,7 %, respectivamente. Portanto, a curva analitica é linear na
faixa de concentracao utilizada.

A especificidade e seletividade foram confirmadas pela comparacéo dos
cromatogramas ilustrados nas Figuras 27 a 29. O cromatograma utilizado como
referéncia (Figura 27) foi obtido a partir de uma solugcédo de trabalho de AZT a
10 ng/mL e exibe o pico do farmaco no tempo de retengdo de 7 min. A Figura
28 mostra o cromatograma de uma amostra obtida a partir do meio receptor do
ensaio de permeacao da formulacdo F2 ndo carregada, coletada ap6s 1 h de
experimento. Neste cromatograma nao foi observado nenhum pico perto de 7
min, ou seja, os componentes da formulagido e nem o meio receptor interferem
na detecc¢do do farmaco. A Figura 29 mostra um cromatograma da amostra do
meio receptor obtido a partir do ensaio de permeacido da formulagdo F2A,
coletada apds 1 h de experimento. O pico do AZT nao foi deslocado e nem
sofreu a interferéncia de outras substancias presentes. Portanto o método
analitico validado tem especificidade e seletividade adequada para a detecgéo
do AZT no ensaio de permeagao.

O método analitico demonstrou ser preciso e exato, ja que os DPR
foram menores que 5% e os valores de recuperagio obtidos estdo dentro dos
limites estipulados aceitaveis (BRASIL, 2003b), como pode ser visualizado na
Tabela 6.

O LD e LQ, particularmente neste estudo, sdo muito importantes porque
os sistemas de liberagdo podem liberar quantidades muito baixas de farmaco.
As trés curvas analitica obtidas para o célculo do LD e LQ foram: y = 0,00176x
- 0,00013; r? = 0,9995; y = 0,00177x - 0,00012; r? = 0,9997; y = 0,00169x -
0,00014; r> = 0,9993. Com as trés curvas analiticas calculou-se 0 DP.jstercepto =
0,00001 e a IC = 0,00174. Substituindo-se estes valores nas Equagdes 1 e 2, 0
LD e LQ obtidos foram de 0,019 ug/ml e 0,057 ug/mL, respectivamente.
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Figura 27 - Cromatograma da solugéo padrao de AZT a 10 ug/mL em tamp&o

fosfato monobasico 20 mM pH 6,8 (A = 265 nm).
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Figura 28 - Cromatograma do meio receptor da amostra F2 apos 1h de ensaio
de permeacdo (A = 265 nm). O pico indicado por (i) corresponde aos

componentes da amostra.
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Figura 29 - Cromatograma do meio receptor da amostra F1A apo6s 1h de

ensaio de permeacgao (A = 265 nm). O pico indicado por (i) corresponde aos

componentes da amostra.
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Tabela 6 - Calculo da precisao e da exatidao (expressa como porcentagem de

recuperagdo) do método analitico para quantificar o AZT no meio receptor.

Concentragéo Preciséo e Exatid&o
tedrica de AZT Média
DP DPR (%) Exatidao (%)
(ng/mL) (Hg/ml)
0,5 0,47 0,02 3,62 94,64
4 3,98 0,09 2,18 99,47
10 9,89 0,45 4,51 98,88

Método analitico validado por CLAE. As amostras foram preparadas pela diluicdo da solugéo

estoque do AZT (1 mg/mL em metanol) em tampao fosfato monobasico 20 Mm pH 6,8. Os

resultados foram obtidos em ftriplicata. Os limites de aceitagdo para validagdo da precisdo e
exatidao foram os estipulados pela ANVISA (BRASIL, 2003b).
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5.12.2. Teste de permeacdo ex vivo utilizando célula de difuséo tipo
Franz.

A formulagdo selecionada para este ensaio foi F2A contendo AZT a 10
mg/mL. Além desta amostra, foi realizado o teste de permeagdo com uma
solucéo aquosa de AZT (SA) contendo o farmaco na mesma concentragéo.

Os perfis de permeacdo foram representados graficamente em
porcentagem cumulativa de permeacédo do AZT versus tempo e as curvas

resultantes estéo dispostas na Figura 30.

Figura 30 - Perfil de permeacédo cumulativa em porcentagem da formulagéo

F2A e solucéo aquosa (SA).
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A amostra SA exibiu um perfil cumulativo de permeagéo exponencial que
durou até os primeiros 240 min de ensaio. Nos tempos seguintes foi atingido
um platé em torno de 40 %, em que a concentracdo do AZT manteve-se
constante.

O perfil cumulativo de permeacdo da formulagdo F2A foi sempre
crescente até o final do ensaio. Embora este perfil tenha sido melhor ajustado
ao modelo exponencial que linear, ha certa proporcionalidade entre a
quantidade de AZT permeada e o tempo, sugerindo que o mecanismo de
liberagdo predominante da formulacdo F2A seja a difusdo. Porém, para
confirmar esta hipdtese, foram utilizados modelos matematicos aplicados a
sistemas de liberagcéo de farmacos.

Para melhor elucidar os mecanismos de liberagdo envolvidos, ha na
literatura varios modelos matematicos que podem ajustar a curva de liberagao
experimental e sua adequacédo pode ser estatisticamente constatada pela
observagao do r~.

O modelamento matematico da liberacdo de farmacos a partir de sistemas
compostos por tensoativos & muito dificil, pois normalmente o sistema é
colocado em contato com o meio de liberagcdo que leva a sua diluicdo e
mudanga estrutural. Os modelos matematicos encontrados na literatura
consideram apenas microemulsdes tipo Winsor IV 6leo em agua, em que ha a
presenca de meios distintos, como a goticula oleosa contendo o farmaco, a
interface contendo o tensoativo e 0 meio aquoso externo livre do farmaco
(GRASSI et al., 2007a), organizagdao a qual nao foi caracterizada neste
trabalho.

Apesar da falta de referéncias encontradas para modelos matematicos
aplicados a sistemas compostos por tensoativos, foram aplicadas neste
trabalho algumas equagbes descritas na literatura que levam em consideragéo
formas farmacéuticas poliméricas. Foram discutidos os modelos de Higuchi
(SIEPMANN; PEPPAS, 2011), Korsmeyer-Peppas (KORSEMEYER et al.,
1983) e Weibull (PAPADOPOULOU et al., 2006).

O modelo de Higuchi foi elucidado a partir de uma forma farmacéutica de
um fino filme de unguento aplicado sobre a pele. Foi considerado que o
farmaco estivesse homogeneamente distribuido no filme e que seu coeficiente

de difusdo ndo dependesse do tempo € nem da sua posi¢céo ao longo do filme.
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Além disso, foi levado em conta o ndo intumescimento e nem sua dissolugéo
durante a liberagdo, ou seja, a estrutura do veiculo ndo poderia mudar
(SIEPMANN; PEPPAS, 2011). Portanto, o modelo de Higuchi ndo se aplica
para o sistema precursor de cristal liquido proposto neste trabalho, pois o
mesmo & composto por substancias polares, apolares e anfifilicas, que em
combinagdo formam microambientes distintos os quais o farmaco possui
diferentes coeficientes de difusdo. Além disso, os sistemas mudam de fase
com o contato com o meio receptor, alterando sua estrutura.

Korsmeyer e colaboradores (1983) desenvolveram um modelo simples e
semiempirico que relaciona exponencialmente a liberagédo do farmaco com o

tempo, conhecido como “Power Law” (Equacéo 6).

f = at" Equacgéo(6)

em que a €& uma constante que incorpora caracteristicas estruturais e
geométricas da forma farmacéutica, n é o expoente de liberagéo, indicativo do
mecanismo de liberagdo do farmaco e a fungédo de t é M: /M. (liberagéo
fracional do farmaco). Peppas (1985) utilizou este valor n para caracterizar
diferentes mecanismos de liberagdo, como difusdo de Fick, transporte caso |,
caso ll, super caso Il e transporte anémalo. Para usar esta equacédo é
necessario que a liberacdo ocorra de modo unidimensional e que o sistema
possua uma relagdo largura/espessura ou comprimento/espessura de pelo
menos 10 (COSTA; LOBO, 2001), condicdo encontrada no ensaio de
permeacdo realizado neste trabalho.

O modelo de Kosmeyer e Peppas é genericamente utilizado para
analisar a liberagcdo de formas farmacéuticas em que o farmaco inicialmente
parte de uma matriz polimérica vitrea, em que o meio de liberacdo pode
penetrar, causando o relaxamento, intumescimento do polimero e aumento do
volume da matriz (BRAZEL; PEPPAS, 2000). No caso de sistemas precursores
de cristais liquidos, a matriz de liberagcéo parte de um sistema fluido e o meio
de liberagdo provoca a mudanga para um estado liquido-cristalino mais rigido.
Portanto, o modelo matematico de Kosmeyer e Peppas considera mudancgas
estruturais que s&o opostas as que ocorrem com o sistema precursor de cristal

liquido F2A, e o valor de n experimental ndo iria corresponder ao seu
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significado real. Devido a estes fatores, o modelo de Kosmeyer e Peppas
também nao se aplica ao sistema de liberagao desenvolvido neste trabalho.

Os modelos matematicos sdo deduzidos por analises teoricas do
processo de dissolugédo e liberagdo do farmaco em fungdo do tempo,
considerando a forma farmacéutica. Com o desenvolvimento de novos
sistemas de liberagcdo em que varios mecanismos de liberacdo podem estar
presentes, fica dificil adequar fundamentos teéricos nas equacgdes; por isso,
modelos empiricos podem ser utilizados (COSTA, LOBO, 2001).

Dentre os modelos empiricos, o modelo de Weibull pode ser aplicado
com sucesso em quase todos os tipos de curvas de liberacéo, apesar de nao
possuir nenhum fundamento cinético; logo, ndo caracteriza estes eventos e,
por isso, sua aplicagcdo & muito criticada (COSTA; LOBO, 2001). Porém,
recentemente alguns autores acharam uma relacdo da equacao de Weibull
com alguns mecanismos de difusdo (PAPADOPOULOU et al., 2006). A
equacao de Weibull exprime a fracdo cumulativa do farmaco em solugdo em

fungéo do tempo t (Equacgéo 7).

m=1- exp|:M:|

a
Equacéo (7)

Em que a define a escala temporal do processo, Ti representa o intervalo de
tempo antes do inicio do processo de liberagdo (na maioria das vezes € zero),
b é o parametro de forma que caracteriza a curva como sendo exponencial
(b=1; cinética de primeira ordem), sigmoide (b>1; cinética rapida) ou parabdlica
(b<1; cinética lenta) (PAPADOPOULOU et al., 2006). Neste modelo, o valor do
expoente b é o indicador do mecanismo de transporte do farmaco através da
matriz, os quais estdo descritos na Tabela 7. O valor de b e r? obtidos
experimentalmente com o ajuste do modelo de Weibull a curva do perfil de

permeacao cumulativa em fungéo do tempo esta disposto na Tabela 7.
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Tabela 7 - Mecanismos de liberagdo correspondentes ao modelo matematico
de Weibull para descrever perfis de dissolugdo de farmacos. Valor do ajuste (/)

e do pardmetro b obtido com os dados experimentais da formulagédo F2A.

Valor
Parametro b ) ) . )
(*) Mecanismos de liberagao r>  experimental
(F2A)
b<0,75 Difusao de Fick
0,75>b>1 Difusdo de Fick e transporte anémalo
ou caso |l
. ) 0,99 0,719
b>1 Mecanismos complexos de liberagao,

em que varios mecanismos ocorrem

simultaneamente.

b é o indicador do mecanismo de transporte do farmaco através da matriz (COSTA; LOBO,
2001).

O ajuste matematico pelo modelo de Weibull mostra que a liberagao do
AZT é governada por difusdo de Fick. Logo, a formagcdo de uma matriz liquido-
cristalina ndo controla a liberagdo do farmaco.

Além do perfil de liberagéo, a permeacao através da membrana também
pode ser matematicamente avaliada a partir da teoria do transporte de massas
que envolve o uso das leis de Fick para achar o fluxo (J) e o coeficiente de
permeabilidade Kp (TOPP, 2009). Os valores destes parametros calculados
para F2A e SA estio dispostos na Tabela 8.

Pode ser observado que a formulagao F2A aumentou cerca de 20 vezes
o fluxo J em relagdo a solugdo aquosa SA. A mesma relacéo foi observada
para o coeficiente de permeabilidade K,. O AZT & um farmaco de classe lll, ou
seja, possui alta solubilidade e baixa permeabilidade, o que pode explicar a
permeacdo limitada da solugdo aquosa SA. A maior permeacdo do farmaco
observada para a formulagéo F2A pode ser devido a uma alteragéo do epitélio
provocada pelo sistema de liberacéao.

Estes resultados evidenciam o potencial de sistemas compostos por

PPG-5-CETETH-20, &cido oleico e agua em promover a permeacado de
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antirretrovirais hidrofilicos como o AZT, que possuem maior dificuldade em
permear as membranas biolégicas de natureza lipidica. Pode ser sugerido que
a presenca de moléculas anfifilicas e lipofilicas como o tensoativo e o &cido
oleico, respectivamente, pode causar um disturbio nas bicamadas das células,
formando poros na superficie do epitélio. E reportado na literatura que
aumentando a lipofilicidade, a permeacao do principio ativo através da mucosa
nasal normalmente € maior (ARORA, 2002). Além disso, o acido oleico é
conhecido por reduzir o empacotamento dos lipidios presentes nas células
epiteliais, favorecendo a permeabilidade de farmacos (NICOLAZZO et al,
2005). Estes efeitos podem ter aumentado a fluidez da camada lipidica e

diminuido a resisténcia a difusdo do AZT através da mucosa.

Tabela 8 - Fluxo de permeacao (J) e coeficiente de permeabilidade (K,) obtidos
para 200 uL das amostras F2A e SA (solugdo aquosa) contendo AZT a 10

mg/mL, dispostas numa area de 1,77cm2 de mucosa em contato com o meio

receptor mantidos nas condi¢cdes sink.

Amostra J (pg/min.cm) Kp (cm/min)
F2A 0,871+ 0,19 8710,3+ 1994 4
SA 0,046 + 0,011 460,00+ 1124

J e K, foram calculados pela Equagéao 5 (WILLIAMS, 2003).

5.13. Avaliacdo pré-clinica dos sistemas precursores de cristais liquidos

5.13.1. Determinacdo do método de extracdo do AZT a partir de plasma de

rato para analise por CLAE

Dentre os cinco procedimentos ELL testados, o primeiro em que foi
utilizada uma etapa de secagem do solvente resultou em amostras translicidas
em que o AZT néo foi detectado. Dentre os outros processos, o que utilizou
metanol e TCA na proporcdao 9:1 (V/V) produziu as amostras mais limpas,
resultando em cromatogramas com os picos do AZT mais simétricos e sem

interferéncia de componentes enddégenos do plasma. Uma quantidade de 100
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uL de plasma foi suficiente para fazer a extragéo utilizando apenas 100 uL de
solvente organico, resultando numa recuperagdo satisfatéria do analito.
Maiores adi¢des de metanol ndo aumentou a recuperagcédo do AZT. Portanto,
este foi o método de escolha no processo bioanalitico para quantificacdo do

AZT em plasma de rato.

5.13.2. Método bioanalitico para quantificacdo do AZT em plasma de rato

A curva analitica resultou na regressao linear y= 0,0002x + 0,0091, com
r’=0,9999, cujos DPR da inclinacédo e y-intercepto foram 0,42 % e 17,58 %,
respectivamente.

A seletividade do método analitico foi comprovada pela inexisténcia de
picos dos componentes do plasma na regido do tempo de retengdo do AZT,
que foi em torno de 7 min, e do PI, que saiu em torno de 12 min, como pode
ser observado na Figura 31.

O método mostrou-se especifico, pois os picos da lamivudina (Figura
31a), efavirenz (Figura 31b) e indinavir (Figura 31c) sairam em tempos de
retencéo diferentes do AZT e do Pl

A precisdo representa a variabilidade dos resultados numa série de
analises repetidas em condi¢gbes experimentais idénticas. A Tabela 9 mostra os
valores de DPR abaixo de 5 %, confirmando a precisdo do método. A exatidao
descreve o grau de veracidade da analise quantitativa e os valores de
porcentagem de recuperagcdo estdo dentro dos limites aceitdveis (BRASIL,
2003b).

Os valores de recuperagdo obtidos estdo dispostos na Tabela 10 e
mostram que o método é eficiente em recuperar a concentragédo real de AZT
existente nas amostras de plasma.

A menor concentracao possivel de se quantificar o AZT com exatidao e
precisao (LQ) foi 50 ng/mL, cujo valor experimental obtido foi 47,32 ng/mL %
4,20, com DPR igual a 8,87 %. A concentracdo que mostrou ASC trés vezes
maior que o ruido da linha base foi 10 ng/mL com DPR igual a 19,71 %, sendo

considerada, portanto, o LD.
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Figura 31- Cromatogramas das solugdes de trabalho em plasma contendo o
AZT e o padrdo interno (Pl) a 5000 ng/mL. Além do AZT e o PIl, o
cromatograma (a) contém lamivudina, (b) indinavir e (c) efavirenz, todos na

concentragdo de 5000 ng/mL.
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Tabela 9 — Preciséo e exatidao intra e interdia obtidos a partir de solugdes de

trabalho de AZT em plasma analisadas em quintuplicata.

Concentracéao Concentracéao _
DPR Exatidéo
tedricade AZT experimental de DP
(%) (%)
(mg/mL) AZT (mg/mL)
150 138,65 9,53 6,87 92,44
Intradia 2500 2498,08 89,96 3,60 99,92
4000 3582,63 115,36 3,22 89,57
150 136,03 9,05 6,65 90,68
Interdia 2500 2454,80 73,26 2,98 98,19
4000 3497,35 120,05 3,43 87,43

As amostras foram preparadas pela extracdo liquido-liquido segundo o item 4.3.10.1.3. O

método analitico foi validado por CLAE e os limites de aceitagéo da preciséo foi DPR < 5% e da

exatidao 85-115 % (BRASIL, 2003a).

Tabela 10 - Resultados obtidos no ensaio de recuperagéo do AZT.

Concentracgdo tedrica Concentragdo

DPR Recuperacéao

de AZT experimental
(%) (%)
(mg/mL) (mg/mL)
150 158,72 2,14 105,81
2500 2214,03 2,86 88,56
4000 4018,61 190,53 4,74 100,47

As amostras foram preparadas pela contaminagdo do plasma com AZT apds o processo de

extracdo segundo o item 4.3.10.1.3. A porcentagem de recuperacéao foi calculada pela relagéo

entre a média experimental e o valor tedrico, cujo valor deve estar dentro da faixa de 85 a 115

% (BRASIL, 2003a).

Flavia Chiva Carvalho



RESULTADOS

121

A estabilidade pré-processamento do AZT neste trabalho nao foi
avaliada devido ao grande numero de estudos que comprovaram que este
farmaco em plasma é estavel por mais de seis meses. No estudo de SOUZA et
al. (2009), a estabilidade do AZT em plasma foi testada em intervalos de um,
dois e seis meses e o farmaco mostrou ser estavel apds trés ciclos de
congelamento. Marchei et al. (2002) ndo encontrou diferengas significativas na
concentragcdo de AZT proveniente de extratos de solugcbes de trabalho em
plasma mantidas durante uma semana a 4, 25 e 60 °C. Tarinas et al. (2007)
observaram que a ASC do AZT néo sofreu alteracdo apds aquecimento a 57
°C por 40 min, processo utilizado na inativagdo do HIV.

A estabilidade pés-processamento foi investigada preparando-se cinco
extratos a partir de solu¢des de trabalho de AZT em plasma a 2500 ng/mL que
foram injetadas logo ap6s o preparo. Os mesmos extratos foram reinjetados
apos 24h e a Tabela 11 mostra que os valores de ASC do AZT da segunda

injecdo estado dentro da faixa aceita para recuperagao.

Tabela 11 - Analise da estabilidade dos extratos de solugbes de trabalho em

plasma contendo AZT a 2500 ng/mL.

Concentracédo experimental P DPR Exatidao
de AZT (ng/mL) (%) (%)
Amostras extemporaneas 2422,13 126,04 5,20 96,89
Reinjegédo apos 24 h 2579,48 117,32 4,55 103,18

As amostras foram preparadas pela extracao liquido-liquido segundo o item 4.3.10.1.3.

Valores representam a média de seis replicatas

5.13.3. Animais e administracdo dos sistemas

O peso de cada animal utilizado e o volume do respectivo sistema de

liberagcdo administrado esta disposto na Tabela 12.
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Tabela 12 - Calculos dos volumes das formulagdes administradas em cada

animal nos ensaios pré-clinicos.

_ Peso Dose de Massa_lo_le AZT a ser Vplyme
Grupo Animal @) AZT admlnls_trada em administrado
(mg/kg) cada animal (mg) (uL)
T 1 263 8 2,10 210
22 2 260 8 2,08 208
EfE 3 247 8 1,98 198
i‘;;% 2 4 249 8 1,99 200
oo 5 260 8 2,08 208
= 6 255 8 2,04 204
T o 1 266 8 2,13 213
° s 2 2 250 8 2,00 200
%E 5 3 267 8 2,14 214
Zg 4 269 8 2,15 215
B 5 262 8 2,10 210
8 1 271 8 2,17 62
ao 2 275 8 2,20 63
b % E 3 263 8 2,10 60
peg 4 265 8 2,12 61
= % 5 277 8 2,22 63
o 6 262 8 2,10 60

5.13.4. Analise farmacocinética

Nos estudos in vivo foram determinados os parametros farmacocinéticos
da formulagéo precursora de cristal liquido F2A administrada pela via nasal em
ratos e comparados com os parametros obtidos pela administragdo oral e
intravenosa de formulagdes convencionais (xarope oral e solugéo injetavel). A
Figura 32 mostra os perfis de concentragdo plasmatica de AZT versus tempo
obtido para os trés grupos estudados e os parametros farmacocinéticos

calculados estdao na Tabela 13.
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Figura 32 — Perfil de concentra¢des plasmaticas médias de AZT versus tempo
obtidas com a administra¢do intravenosa, oral e intranasal de 8 mg/kg de AZT

em ratos, sendo cinco replicatas por grupo.

10000 AT
—& Solucio intravencsa
—(— Xarope oral

8000 1 —w— F2A intranasal

Concentracdo plasmatica de AZT (ng/mL)

0 100 200 300

Tempo (min)

Para a via intravenosa o pico de concentragdo maxima de AZT (Cmax =
5446,6 ng/mL) é obtido no primeiro tempo de coleta (5 min). Apos este pico, os
niveis plasmaticos decaem rapidamente com o tempo.

O perfil de concentracdo plasmatica do AZT obtido com a administragao
nasal de F2A mostra uma fase de absorgcdo imediata, resultando numa curva
de concentragcédo plasmatica versus tempo comparavel com a administragéo
intravenosa da solugdo injetavel. A concentracdo plasmatica maxima de AZT
obtida com a administracdo nasal de F2A foi de Cpmax = 2445,1 ng/mL, duas
vezes maior que o valor obtido pelo xarope oral (Cpax = 1112.4 ng/mL). O
tempo para atingir a Cp,a levado pela formulagéo F2A intranasal foi Tpax = 6,67
min, enquanto o grupo xarope oral levou 33,0 min. Ou seja, a formulagao
precursora de cristal liquido promoveu uma absor¢cdo do AZT maior e cinco

vezes mais rapida que a via oral.
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Tabela 13 - Parametros farmacocinéticos calculados a partir das curvas de
concentragdes plasmaticas de AZT versus tempo obtidas com a administragcao
intravenosa, oral e intranasal de solucdo injetavel, xarope e F2A,

respectivamente, contendo AZT na dose de 8 mg/kg.

Grupo | Grupo |l Grupo Il
Parametros Solugao injetavel Xarope F2A
(AZTa10mg/mL) (AZTa10mg/mL) (AZT a 35 mg/mL)

ASCo. 296247,8 124801,8 136155,5
(ng.min/mL) + 165752,2 + 46580,6 + 38354,7
Chmax 5446,6 1112,4 24451
(ng/mL) + 1533,8 +610,7 +596,5
Tmax 5,00 33,00 6,67
(min) + 0,00 + 32,52 +4,08

V4 1573,1 2569,4 1572,9
(mL/kg) +467,3 + 1368,6 + 344,9
Kei 0,021 0,014 0,019
(1/min) + 0,008 + 0,008 + 0,005
T2 37,89 61,31 40,02
(min) + 15,40 + 26,87 + 14,85

Cl 31,89 29,31 29,13
(mL/min/kg) + 11,36 +7,86 + 9,61
F 42,13 45,96

(%) + 0,16 +0,13

Cmax - pico de concentragdo plasmatica maxima; Tmax - tempo para alcangar a Cmax; V4 - volume aparente
de distribuigdo; K¢ - constante de velocidade de eliminagéo; t» - meia vida de eliminagdo; ASCo.r €
ASCy.. - area sob a curva de 0-t e de 0-=; C/ - clearance total aparente; F -fator de biodisponibilidade.

Os resultados estdo representados pela média de 5 a 6 animais; os dados foram comparados pelo teste t
ndo paramétrico (Mann Whitney) com nivel de significancia de 0,05. As doses foram dadas por
administragdo Unica e as amostras de sangue foram coletadas nos tempos 5 min, 15 min, 30 min, 45 min,
1h,1,5h,2h,25h,3h,4h,5he6h.
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A fase de distribuicdo do AZT foi semelhante para os trés grupos, pois
os valores de Vy ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(valor de P > 0,05). O mesmo ocorre com a fase de eliminagéo, ja que os
valores de Ty, Ko € Cl séo semelhantes (valor de P > 0,05). Portanto, a
alteracdo das vias de administragdo, independente do sistema de liberagao
administrado, nao afetou a taxa de eliminacdo do AZT, e para os trés grupos
houve o rapido decaimento da concentragdo plasmatica do farmaco com o
tempo. A diferencga entre os perfis de concentragdo plasméatica entre os grupos
[, Il e Il esta apenas na fase de absorgéo.

Para obteng¢ao da biodisponibilidade, o calculo da ASCy_. mostra que o
valor obtido para o grupo nasal (136155,5 ng/mL.min) n&o possui diferenca
estatisticamente significativa comparado com o grupo oral (124801.8
ng/mL.min) (valor de P > 0,05). Logo, os valores de biodisponibilidade obtidos
para o grupo nasal (45,96 %) e para o grupo oral (42,12 %) sé&o
estatisticamente semelhantes (valor de P > 0,05).

Apesar da biodisponibilidade obtida pelo sistema de liberagcado
administrado via nasal seja similar a observada pelo xarope administrado via
oral, a via nasal apresentou uma variagao individual muito menor que a via oral.
Este resultado indica que a via nasal pode promover a mesma resposta em
todos os sujeitos, ja que esta rota impde menos barreiras para absor¢do do
farmaco, diferente da via oral que é conhecida pela alta variabilidade
interindividual.

A literatura reporta que a baixa biodisponibilidade oral do AZT ¢ devido
ao seu efeito pré-sistémico e instabilidade gastrointestinal. Logo, por evitar
estes efeitos, era esperado que a via nasal aumentasse a biodisponibilidade do
AZT. Contudo, isto n&o foi observado experimentalmente. Pode ser sugerido
que o sistema tenha sido removido da cavidade nasal pelo mecanismo de
depuracdo mucociliar e se direcionado para o trato gastrointestinal. Porém, os
testes que caracterizaram a viscoelasticidade, perfil de textura e mucoadesao
do sistema indicam que ele apresenta grande potencial para evitar esta
remogao imediata. Por outro lado, outra possibilidade seria o farmaco néo ter
permeado a mucosa. Porém o ensaio de liberagdo ex vivo foi muito importante
para provar que o sistema F2A promove a permeacgao do AZT sem reter sua

liberagcdo. Desta maneira, pode ser sugerido que o AZT tenha direcionado para
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outros compartimentos do organismo diferentes do sangue, como o SNC, o que
nao levou a uma maior quantificacdo do AZT na corrente sanguinea.

Muitos estudos reportam que os farmacos podem ser transportados
diretamente para o SNC quando administrados via nasal. O cérebro se
comunica com o meio externo através da cavidade nasal pela rota olfatéria
(Figura 1), que pode ser uma potencial porta de entrada para liberagao de
farmacos que agem no SNC. O trabalho de VED e KIM (2011) comprovou que
a administracdo nasal de um gel termossensivel preparado com poloxamer 407
em tampao contendo o promotor de permeacdo n-tridecil-B-D-maltosideo
promoveu a absorcdo e distribuicdo do AZT em cérebro de coelhos. Esta
propriedade € muito interessante como alternativa ao tratamento da AIDS, pois
o0 SNC é um o6rgao de alojamento do HIV. O virus da AIDS pode provocar
varias anormalidades no SNC, desde dores e encefalites até deméncia. Como
os resultados mostraram que a formulacdo F2A é um potencial sistema
estimulo-sensitivo que promove a mucoadesao e permeacdo do AZT, pode ser
sugerido que o farmaco tenha se direcionado para o SNC, o que explicaria o
valor de biodisponibilidade obtido. Porém, para comprovar esta hipétese, séo
necessarios mais estudos que visam a quantificacdo do AZT no cérebro dos
animais. Logo, sistemas precursores de cristais liquidos pode ser uma op¢éo
terapéutica promissora no tratamento de desordens no SNC causadas pelo
HIV.

Tendo em vista os parémetros farmacocinéticos obtidos, o sistema
desenvolvido mostrou promover um pico de absorcdo do AZT maior e muito
mais rapido que a formulagao convencional administrada via oral. Esta rapida
resposta foi resultado do comportamento de fases do sistema composto por
PPG-5-CETETH-20/ &cido oleico/ agua que favoreceu a mucoadesdo e a
permeacdo do AZT, propriedades que podem ser estendidas para outros
antirretrovirais. Portanto, esta nova plataforma tecnolégica pode contribuir para

a criacao de alternativas ao tratamento da AIDS.
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6. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar a farmacocinética de
sistemas mucoadesivos de liberacdo precursores de cristais liquidos para
promover a mucoadesao e absor¢ao nasal do AZT.

A estratégia utilizada foi o desenvolvimento de sistemas compostos pelo
tensoativo PPG-5-CETETH-20 capazes de formarem diferentes mesofases
devido ao seu comportamento liotrépico em presenca de fase aquosa. Esta
propriedade foi empregada no delineamento de sistemas de baixa viscosidade
e de facil administracdo nasal que mudam para uma fase liquido-cristalina com
estrutura mais organizada através do contato com o muco nasal aquoso.

Foi mostrado em estudos prévios que o tensoativo PPG-5-CETETH-20
combinado com diferentes fases oleosas forma sistemas liquidos, isotropicos e
transparentes que mudam para fases liquido-cristalinas mais organizadas em
contato com a agua (CARVALHO et al., 2012). Este foi o0 mecanismo explorado
neste trabalho no desenvolvimento de um novo sistema de geleificacdo
sensitivo a estimulos fisioldégicos. O estimulo neste caso é o contato com a
agua presente no muco nasal, e a geleificagdo, na verdade, foi representada
pela formacdo da matriz liquido-cristalina. Desta maneira, os sistemas aqui
desenvolvidos foram também denominados como precursores de cristais
liquidos.

Para a determinagcdo do comportamento de fases do tensoativo PPG-5-
CETETH-20, foram construidos diagramas de fases binarios e ternarios em
combinagcdo com agua, fosfatidilcolina e acido oleico. Para escolha das
formulagdes precursoras de cristais liquidos, a analise do comportamento de
fases é essencial para entender que fatores podem levar as mudangas de
fases, como a concentragdo de cada componente e suas estruturas quimicas.
A determinagédo do comportamento de fases € importante porque conhecendo
as condicbes em que a formulacao estara sujeita, as mudangas estruturais
podem ser previstas, sendo, portanto, uma excelente ferramenta para
caracterizar sistemas de liberagcdo compostos por tensoativos.

Os resultados mostraram que o tensoatvo PPG-5-CETETH-20
combinado com quantidades crescentes de agua pode formar sistemas

transparentes, isotrdpicos e liquidos que transitam para a fase hexagonal e
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depois para a fase cubica. Estas duas fases liquido-cristalinas, apesar de
serem muito exploradas na literatura como matrizes mucoadesivas, no caso da
via nasal, podem provocar sua obstrucdo devido a alta organizagéo estrutural
do sistema. A combinagéo de um terceiro componente nas misturas PPG-5-
CETETH-20/ agua, como a fosfatidilcolina e o acido oleico, em determinadas
proporcgdes, resultaram na formagao da fase lamelar ou na sua mistura com a
fase hexagonal, resultando em fases nao tao rigidas como a fase hexagonal
pura e a fase cubica.

Foram escolhidos dois sistemas para caracterizagéo fisico-quimica, um
contendo PPG-5-CETETH-20/ fosfatidilcolina/ agua (F1) e outro contendo PPG-
5-CETETH-20/ acido oleico/ agua (F2). A formulagao F1 foi caracterizada como
uma fase lamelar e F2 como um sistema liquido e isotrépico.

No sistema F2 foram adicionados polimeros mucoadesivos como o
policarbofil, C971, C974 e quitosana, porém, o estudo das propriedades
reoldgicas, mecanicas e mucoadesivas mostrou que nenhum polimero testado
promoveu alteragdes significativas na formulacéo.

O estudo do comportamento de fases das formulagdes em presencga de
muco artificial mostrou que F1 transforma-se numa mistura de fases lamelar e
hexagonal com a diluicdo em FNS e a formulagdo F2 muda para a fase
lamelar. Portanto, foi possivel obter sistemas precursores de cristais liquidos
que mudam de fase através do contato com o muco e se transformam em
sistemas com maior grau de organizagcido estrutural que as formulagbes de
origem.

A caracterizagéo reolégica de fluxo continuo mostrou que a formulagao
F1, apesar de ter alto indice de consisténcia, possui fluxo pseudoplastico, ou
seja, ha o afinamento do fluxo com o cisalhamento, e esta capacidade pode
permitir a administragdo da formulagao na cavidade nasal. Ja a formulagao F2
ndo apresenta nenhuma dificuldade para a administracao nasal, pois possui
fluxo Newtoniano e seu escoamento ¢€ livre.

A utilizagdo da reologia para caracterizacdo de sistemas mucoadesivos
foi proposta primeiramente por Hassan e Gallo (1990), utilizando ensaios
viscosimétricos para analisar macroscopicamente a interagédo formulagao-
mucina. A partir deste teste, & possivel caracterizar a mucoadesao através do

monitoramento das mudangas viscosimétricas do sistema formado pela mistura
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da mucina e da formulagdo. A maior desvantagem do método é a quebra das
cadeias formadas pelo polimero e a mucina sob escoamento continuo. Para
evitar este problema, adaptou-se 0 método viscosimétrico utilizando a reologia
oscilatoria (CALLENS et al., 2003; HAGERSTROM, 2003). Partindo do mesmo
pressuposto de que a resposta reolégica da mistura formulagédo-muco deve ser
maior que as contribuicdes da formulagdo e do muco isolados, pode ser obtido
0 parametro denominado sinergismo reolégico. Este método é mais vantajoso
em relacdo ao de origem, pois a reologia oscilatéria € uma técnica ndo
destrutiva, que mede, simultaneamente, tanto a viscosidade como o
comportamento elastico e pode ser usada para determinar mucoadesao entre
polimeros e mucina (CALLENS et al., 2003).

Neste trabalho, o ensaio de reologia oscilatéria mostrou que a
viscoelasticidade das formulagdes ap6s o contato com o muco nasal é alterada
e os sistemas se tornam mais elasticos do que liquidos. A resposta reolégica
da mistura dos sistemas com FNS foi maior que as formulagbes isoladas,
apresentando, portanto sinergismo reoldgico. Esta mudanga reol6gica obtida
pode ser 0 mecanismo que promove a mucoadesao dos sistemas in vivo.

As formulagbes designadas para aplicacéo tépica, como a administragéo
nasal, devem apresentar caracteristicas mecéanicas aceitaveis, por exemplo,
baixa dureza e boa retencéo. Estas propriedades podem ser determinadas pelo
teste TPA. Esta técnica pode ser muito relevante para o delineamento de novos
sistemas de liberagcdo de farmacos, ja que a compressdo e dureza estéo
relacionadas com a remog¢ao do produto do frasco, facilidade de aplicacdo no
substrato; a adesdo pode estar relacionada com a mucoadesédo. Esta técnica
também da informacgdes sobre o efeito de repetidos cisalhamentos na estrutura
da amostra (coesao), que podem ser complementadas com a reologia (JONES;
WOOLFSON; BROWN, 1997).

A analise por TPA neste trabalho mostrou que a ades&o esta
intimamente relacionada com a maior rigidez da amostra. Este efeito foi
observado na amostra F1d, que no ensaio oscilatério apresentou maior
elasticidade e no teste TPA apresentou maior dureza e resisténcia a
compressao; logo, obteve a maior adesao. Este resultado esta relacionado com
a presenca da fase hexagonal, que é mais organizada e estruturada que a fase

lamelar presente em F2d.
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A caracterizagdo da mucoadeséao pode ser realizada pela associagéo de
diversas técnicas, como os testes reoldgicos em associacao ao texturbmetro.
As condi¢des experimentais de ambos sao 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 nao deram
informacdes no que ocorre na interface sistema-mucosa, pois as duas fases —
muco e formulacdo — foram misturadas previamente ao experimento. Desta
maneira, o texturbmetro foi adaptado para medir a forca mucoadesiva criando-
se artificialmente uma interface entre formulagéo e mucosa.

Com os resultados de medida da forgca mucoadesiva obtidos neste
trabalho é possivel constatar que no caso de sistemas liquidos, independente
da composicéo, a forca mucoadesiva é a mesma e semelhante a agua pura.
Porém, o aumento da elasticidade destes sistemas, devido a mudanca para
uma fase liquido-cristalina promovida pela diluicdo em FNS, aumentou
acentuadamente a forca de mucoadeséo.

Portanto, pode-se sugerir que ha uma correlacdo entre o sinergismo
reolégico, os parametros de textura e a forgca mucoadesiva, pois quando a
mistura formulagcdo-muco produz sinergismo reolégico e aumento nos
parametros de textura, é observado um correspondente aumento na forca
mucoadesiva. Trabalhos de JONES et al. (2000), (2001), (2009) também
reportaram que as propriedades mecanicas e reoldgicas estdo estritamente
relacionadas com a retencdo da formulagdo nas mucosas. Quanto maior a
elasticidade, maior a resisténcia ao destacamento do sistema de liberagéo.

Apesar do sistema mais mucoadesivo ser F1, ele obteve elasticidade,
dureza e compressibilidade muito elevados, o que pode levar a obstrucéo da
via nasal e desconforto do paciente. Além disso, a solubilidade do AZT em F1
foi muito baixa. Desta maneira, a formulagc&do selecionada para os estudos ex
vivo e in vivo foi a F2. Embora os resultados sugiram que a formulagao F1 n&o
seja adequada para o objetivo deste trabalho, eles foram muito importantes
para apresentar seu grande potencial na aplicagdo em outras vias de
administracdo que exigem maior elasticidade e resisténcia a compresséo,
como a via vaginal, bucal e retal.

O comportamento de fases de F2 mostrou-se mais adequado para via

nasal, pois sua diluicdo aquosa indicada no diagrama de fases ternario mostra
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que F2 transita para a fase lamelar e com uma maior diluigdo aquosa ha a
separagdo de fases. Isto significa que o sistema parte de uma forma liquida
facilmente administrada e o contato com a agua presente no muco pode
transformar o sistema numa fase lamelar mais viscosa que pode ficar retida por
mais tempo na cavidade nasal. Com a renovag¢do do muco e o contato com
mais agua, o sistema separa fases, sendo facilmente eliminado, pois ele nao
pode ficar retido a ponto de inibir a depuragdo mucociliar.

Pode-se atribuir a mucoadesdo de F2 ao aumento da viscosidade do
sistema, porém, mais mecanismos podem estar envolvidos. A absor¢cdao de
agua do muco devido a diferenga de pressdo osmética pode promover uma
maior interagdo e a mistura com o mesmo. Logo, a consolidagdo da ligagao
mucoadesiva pode ser resultado também de interagbes intermoleculares entre
os componentes da formulagdo e o muco. O PPG-5-CETETH-20 pode interagir
por ligacbes de hidrogénio, devido as 20 unidades de 6xido de etileno em sua
cadeia. O acido oléico e a cadeia cetilica do tensoativo pode aumentar o
contato por interagdes hidrofébicas. O aumento dessas ligacdes fracas pode
promover a interpenetracdo das cadeias poliméricas da mucina entre as
moléculas do tensoativo e acido oléico, consolidando o contato muco-sistema.
Portanto, a mucoadeséo de F2 pode ser resultado n&do sé do sinergismo
reolégico, mas também de outros mecanimos de mucoadesé&o, como as teorias
da desidratagao e da interpenetracdo de cadeias poliméricas (SMART, 2005).

Para um maior entendimento da estrutura formada nos sistemas F2 e
F2d, eles foram analisados em estudos posteriores por espalhamento de raios-
X a baixo angulo (SAXS) (CARVALHO, 2009; CARVALHO et al. 2010a). Neste
ensaio, as estruturas liquido-cristalinas podem ser aferidas de acordo com a
posicdo dos picos de difracdo no eixo do vetor de espalhamento q. Para
estruturas lamelares, a posigéo relativa dos picos devem obedecer a relagéo
1:2:3. Esta relagao foi encontrada para o sistema F2d a 32 °C, confirmando sua
estrutura lamelar visualizada na MLP. Além disso, com este teste é possivel
obter o parametro espacial d, que mede a distancia de correlagcédo entre duas
lamelas adjacentes ou entre o centro de duas goticulas. Os resultados
mostraram que as distancias obtidas para F2 e F2d foram de 5,76 nm e 11,1
nm, respectivamente. Logo, estes dados confirmam que estes sistemas

apresentam uma organizag&o nanoestruturada.
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O perfil de permeagao do AZT a partir do sistema F2A foi estudado por
uma técnica ex vivo envolvendo o emprego de células de difusio tipo Franz e
mucosa nasal suina. As técnicas in vitro e ex vivo séo eficientes, econdmicas e
podem ser usadas nos estagios preliminares do desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo, auxiliando na escolha do melhor insumo e da melhor
forma farmacéutica. Além disso, o teste ex vivo realizado neste trabalho possui
uma vantagem ética, pois a mucosa foi obtida de porcos de abatedouro,
evitando o sacrificio de animais (OSTH; GRASJO; BJORK, 2002).

O ajuste da curva de permeagdo ao modelo matematico de Weibul
sugere que a liberacdo do AZT segue a difusdo de Fick. Embora muitas vezes
a liberagéo controlada de farmacos seja desejada no delineamento de novos
sistemas de liberac&o, a via nasal requer uma absorc¢éo rapida, levando-se em
consideracdo o mecanismo de depuragcdo mucociliar que remove o muco em
aproximadamente 20 min e, consequentemente, a formulagdo. Como o objetivo
da formagcdo de uma matriz liquido-cristalina pelo sistema F2A é promover a
mucoadesédo, a avaliagdo do mecanismo de liberacdo do AZT foi importante
para verificar que mesmo com a formagao de um cristal liquido mais rigido e
organizado estruturalmente, ndo houve o prolongamento da liberacdo do AZT.
Além disso, a formulagdo aumentou o fluxo e o coeficiente de permeabilidade
do farmaco através da mucosa nasal, o que é extremamente importante para
promover a absor¢ao rapida do AZT administrado via nasal.

Os testes pré-clinicos em ratos foram realizados para estudar a
liberagédo nasal do AZT in vivo. Os resultados revelaram que a formulagdo F2A
administrada pela via nasal alcangou um Cpax duas vezes maior que o xarope
oral, sendo que o tempo para atingir tal concentragéo foi cinco vezes mais
rapido. Estes dados comprovam a hipétese proposta neste trabalho, ou seja,
sistemas mucoadesivos administrados via nasal podem promover uma
absorcdo do farmaco mais rapida que a via oral, principalmente devido a
capacidade de aumentarem o contato da formulagdo com a mucosa.

O perfil de concentracéo plasmatica do AZT do grupo intranasal mostrou
menor variabilidade individual que o grupo via oral. Isto pode ser resultado do
menor nimero de barreiras que a via nasal oferece e que promove o transporte
direto do farmaco para a corrente sanguinea. Além da menor variagédo, estas

caracteristicas resultam num perfil de concentracdo plasmatica do farmaco
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semelhante a via intravenosa, como pode ser comprovado pela forma das
curvas de concentragdes plasmaticas do AZT versus tempo obtido para a via
nasal e intravenosa visualizado na Figura 32. Portanto, a via nasal é uma
excelente rota para atingir niveis plasmaticos de farmaco mais altos e de forma
mais rapida.

Apesar do perfil de concentragdo plasmatica do AZT ter sido modificado
com a administragdo nasal de F2A em relagéo a via oral, a biodisponibilidade
do AZT néo foi aumentada. Este resultado foi importante para verificar que se
um farmaco possui baixa meia vida, para seus niveis plasmaticos serem
mantidos constantes e efetivos, as estratégias utilizadas neste trabalho em
aumentar o tempo de residéncia da formulacdo em contato com a mucosa
nasal e promover a permeagdo nao sao suficientes. Elas foram importantes
para promover a mucoadesado e absor¢do do farmaco, porém, para a fase de
distribuicdo e eliminagdo do AZT ser modificada, € necessério que o sistema
controle sua liberacdo. Porém, este processo ndo pode ser dependente da
matriz liquido-cristalina em contato com a mucosa, porque a depuracao
mucociliar € muito importante para a respiragdo e nao poderia ser inibida por
muito tempo.

Uma alternativa para prolongar a liberacdo do AZT seria sua
encapsulagdo em nanocarreadores, embora a encapsulacdo de moléculas
hidrofilicas como o AZT nao seja uma tarefa facil. Devido ao reduzido tamanho,
0 nanocarreador pode ser permeado através da mucosa e atingir a corrente
sanguinea, onde ira liberar o farmaco de forma modificada. Porém, para estes
nanocarreadores atingirem a cavidade nasal e ultrapassarem a mucosa, é
necessaria a utilizacado de um veiculo mucoadesivo. Este veiculo pode ser um
sistema de geleificacdo estimulo-sensitivo, como o sistema precursor de cristal
liquido aqui desenvolvido.

Portanto, para prolongar a liberagdo do AZT, é necessaria a associagcao
de mais estratégias. Desta maneira, este estudo foi muito importante para abrir
novas perspectivas e ser um ponto de partida para o delineamento de sistemas
de liberagdo nasais mucoadesivos que promovam a absor¢cdo e a manutencao
de uma concentracdo plasmatica do farmaco efetiva e controlada. Cristais
liquidos compostos por PPG-5-CETETH-20, acido oleico e agua possuem

comportamento de fases, propriedades reolégicas e mecénicas que podem
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facilitar a administragéo nasal e favorecer a mucoadesao. Foi comprovado que
a formacao da matriz liquido—cristalina nao retém a liberagcdo do AZT e pode
aumentar a permeacgdo do farmaco através da mucosa. Esta nova plataforma
tecnolégica representa uma promissora ferramenta para o desenvolvimento de
sistemas mucoadesivos de liberagédo, que pode ser explorada tanto para a via
nasal como para outras vias de administracdo. Além disso, torna possivel
considerar futuros locais de administragdo do AZT, assim como de outros
antirretrovirais, abrindo portas para criagdo de alternativas para o tratamento da
AIDS.
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A construgcédo de diagramas de fases permitiu verificar que é possivel
modular o comportamento de fases de sistemas compostos pelo tensoativo
PPG-5-CETETH-20 de acordo com os requisitos exigidos pela via de
administracdo. A associagio deste tensoativo com componentes de diferentes
caracteristicas tensoativas, como a fosfatidilcolina e acido oleico, ou também
alterando suas proporcdes, permite projetar sistemas com diferentes
propriedades reoldgicas e mecanicas, que podem ser exploradas para
diversas vias de administracdo. No caso especifico deste trabalho, esta
plataforma tecnolégica permitiu o delineamento de sistemas de baixa
viscosidade adequados para administracdo nasal que se transformam em
cristais liquidos mais organizados estruturalmente com a diluigdo em fluidos
fisiolégicos, que puderam promover a mucoadesdo e absor¢cdo do AZT através
da mucosa nasal.

Este trabalho mostrou que sistemas compostos por tensoativos,
dependendo da sua organizagdo estrutural, podem favorecer muito a
solubilizacdo de farmacos, o que é extremamente importante para a via nasal,
ja que ela permite apenas a administracdo de um pequeno volume de
formulagéo, o qual deve conter a dose.

Além da solubilizacdo de farmacos, os resultados mostraram que
sistemas compostos por tensoativos podem promover uma alta permeacéo e
aumentar o fluxo de farmacos, o que é fundamental para o bom desempenho
de um sistema de liberagédo nasal, pois a absor¢cao da dose deve ocorrer antes
da depuracédo mucociliar eliminar o sistema em contato com a mucosa.

Foi muito interessante observar que apesar do sistema de liberacéo
aqui caracterizado ser formador de uma matriz liquido cristalina mais rigida,
ele nao controla a liberacdo do AZT. Isto € uma grande vantagem para
sistemas destinados a via nasal, pois a liberagdo do farmaco deve ocorrer em
tempo suficiente para a depuracédo mucociliar ndo eliminar a formulagdo em
contato com a mucosa. O controle da liberagdo de farmacos através da via
nasal nao deve ocorrer antes da etapa de absorcéao, pois isto exige uma longa
permanéncia do sistema em contato com a mucosa, o que seria prejudicial a

fisiologia da respiragéo.
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Um sistema de liberacao nasal ideal deve fazer com que a formulagéo
alcance a cavidade nasal e promova sua interagcdo com a mucosa, resultando
numa rapida absorgcéo do farmaco. A andlise da farmacocinética demonstrou
que o sistema desenvolvido neste trabalho atende a todas estas
caracteristicas, porém, elas ndo foram suficientes para aumentar a
biodisponibilidade do AZT. Com isso, & possivel concluir que além de
promover a absorcdo, é necessario modificar a fase de distribuicdo e
eliminagcao do farmaco.

Com os resultados obtidos foi possivel atingir o objetivo proposto neste
trabalho em criar alternativas para promoc¢édo da absor¢do nasal do AZT. Os
sistemas precursores de cristais liquidos foram extremamente eficientes em
favorecer a solubilizacédo e o transporte do farmaco, propriedades que podem
ser potencialmente aplicadas para outros antirretrovirais. Este estudo mostrou
ser uma excelente plataforma tecnolédgica para o desenvolvimento de sistemas
mucoadesivos, que torna possivel considerar futuras aplicacdes de

antirretrovirais para o tratamento da AIDS.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados indicam uma forte evidéncia que o farmaco tenha se
direcionado para o cérebro. A comprovacao desta hipétese pode trazer novas
alternativas para o tratamento das desordens provocadas pelo HIV alojado no
SNC, além de possibilitar também explorar a administracdo nasal de farmacos
que agem no SNC.

A via nasal mostrou ser uma excelente via para se atingir uma
concentragdo plasmatica rapida e elevada, o que &€ uma vantagem para
farmacos de acao instantanea como, por exemplo, no tratamento do panico ou
epilepsia.

Sistemas de geleificagdo estimulo-sensitivo como os sistemas
precursores de cristais liquidos aqui desenvolvidos mostraram ser
extremamente importantes para promover o alcance da formulag&o no local de
absorgcdo e sua retengédo para que o farmaco seja absorvido. Esta estratégia
pode ser explorada para a administracdo de sistemas ndo s6 nasais, como
também oculares, retais e vaginais.

Ha muitos trabalhos na literatura que reportam sistemas de geleificagéo
in situ como uma estratégia para prolongar a liberagdo do farmaco. Porém,
como visto neste trabalho, deve-se levar em consideracéo a fisiologia da via de
administracao a fim de avaliar se este objetivo € uma vantagem e se pode ser
alcangado. Portanto, este trabalho foi muito importante para apontar novas
alternativas no controle da liberacdo de farmacos.

Os resultados mostraram que nem sempre a mucoadesao pode resultar
na modificagdo ou no controle da liberagdo de farmacos. O aumento da
biodisponibilidade pode ser alcangado com a sua incorporagdo em sistemas
reservatérios nanoparticulados. Nanocarreadores podem proteger o farmaco
contra degradagéo e liberar o farmaco de forma mais prolongada e eficiente.
Porém, o muco e o0 mecanismo de depuragdo mucociliar pode limitar
significativamente seu desempenho. Logo, os nanocarreadores precisam ser
veiculados em algum sistema que promova sua interagdo com a mucosa e sua
absorgdo. A associagdo de sistemas de geleificagdo estimulo-sensitivo com

nanocarreadores particulados que controlem a liberacédo de farmacos pode ser
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uma excelente estratégia para aumentar a biodisponibilidade de farmacos
administrados via nasal e também em outras mucosas.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho abriram portas para a
proposta de novas estratégias que estdo sendo exploradas através da criagédo
de novos projetos de pesquisa envolvendo a participagdo tanto de professores
e de alunos do grupo como também projetos colaborativos com outras

universidades e institutos de pesquisa.
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Interessado: FLAVIA CHIVA DE CARVALHO
Orientador Profa. Dra. Maria Palmira Daflon Gremigo
Projeto: Avaliagdo da Farmacocinética pré-clinica em ratos:

administragio nasal da zidovuding

Parecer n° 12/2010 — Comité de Etica em Pesquisa

0 Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considerou 0
protocolo para uso de animais na pesquisa “Avaliagao da Farmacocinetica
pré-clinica em ratos: administragao nasal da zidovudina®, apresentado pela
Pos-Graduanda Flavia Chiva de Carvalho, orientada pela Professora
Doutora Maria Palmira Daflon Gremido, do Departamento de Farmacos e
Medicamentos, desta faculdade, estruturado dentro dos principios eticos na
experimentagao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal —
COBEA, manifestando-se FAVORAVEL & sua execugao.

O relatorio final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés

folhas (espago 1.5 letra 12) devera ser entregue em maio de 2011.
Araraquara, 27 de abril de 2010.
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