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Resumo

RESUMO

Dependendo da composi¢do, uma mistura de tensoativos, 6leo e dgua podem formar
agregados supramoleculares com diferentes estruturas, que por sua vez podem influenciar
significativamente na velocidade e no perfil de liberagdo de farmacos. Neste trabalho sistemas
microemulsionados contendo Oleo de Ricino Polioxil-40-Hidrogenado ~(ORPH),
Fosfatidilcolina de Soja (FS) e Oleato de Sodio (OS) como tensoativos, Colesterol (CHO)
como fase oleosa e tampao Tris-HCI 0,01M pH 7,2 como fase aquosa, foram estudados.
Microemulsdes (ME) com e sem o firmaco antitumoral doxorrubicina (DOX) foram
preparadas e sua microestrutura foi caracterizada por reologia, microscopia de luz polarizada,
espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS), difracdo de raio-X (DRX). Apds a
caracterizagdo fisico-quimica, avaliou-se a estabilidade fisica, a toxicidade aguda, os
parametros bioquimicos com marcadores de cardiotoxicidade (CKMb) e hepatotoxicidade
(AST, ALT) e atividade antitumoral “in vivo” da DOX veiculada nas ME. Os ensaios
reoldgicos revelaram que o comportamento tixotropico das amostras ¢ dependente da sua
composi¢do. As medidas de microscopia de luz polarizada, SAXS e DRX indicam que o
aumento da propor¢do de CHO/Sistema tensoativo permite a cristalizagdo do colesterol em
fases polimorfas as quais restrigem a mobilidade das moléculas de DOX na fase interna da
ME. Esses resultados também revelam que o aumento da concentragdo de colesterol na
mistura fase oleosa/sistema tensoativo permite a formagdo de estruturas ordenadas com
arranjos lamelares e cristais de CHO. Os estudos de estabilidade mostraram que a inclusao do
OS a mistura tensoativa (EU/FS) favorece a estabilidade da ME. Os experimentos de
toxicidade aguda (ratos Wistar ¢ camundongos Swiss) mostraram que a DOX-ME
apresentaram uma dose letal média (DLsy) maior do que a forma farmacéutica convencional.
Os resultados dos parametros bioquimicos (CKMB, AST e ALT) mostraram que a DOX-ME
apresentaram uma diminui¢do da cardiotoxicidade e da hepatotoxicidade quando comparado
com a DOX convencional. Finalmente, os resultados e atividade antitumoral “in vivo”
mostraram que as ME potencializaram a atividade citotdxica da DOX. Assim, a associacao da

DOX-ME pode ser uma alternativa na terapia do cancer.
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Abstract

ABSTRACT

Depending on the composition, the mixture of surfactant, oil and water, may form
supramolecular aggregates with different structures which can significantly influence the drug
release. In this work several microemulsion (ME) systems containing soya
phosphatidylcholine (SPC) and polyoxyethylenglycerol trihydroxystearate 40 (ORPH) and
Sodium Oleate (SO) as surfactant, cholesterol (CHO) as oil phase, and 0.01M Tris-HCI pH
7.2 as an aqueous phase were studied. MEs with and without the antitumoral drug
doxorubicin (DOX) were prepared. The microstructures of the systems were characterized by
rheological behavior, polarized light microscopy, small-angle X-ray scattering (SAXS) and
X-ray diffraction (XRD). After the physicochemical characterization, the DOX was
incorporated in the microemulsions, its physical stability, acute toxicity, biochemistry
parameters with cardiotoxicity (CKMB) and hepatotoxicity (AST, ALT) and “in vivo”
antitumoral activity from ME were also evaluated. The rheological behaviour reveals that
depending on the composition ME system could exhibit a tixotropic behaviour. The measures
of polarized light microscopy, SAXS and XRD showed that the high O/S ratio leads to the
crystallization of cholesterol polymorphs phases which restricts the mobility of the DOX
molecules into the ME structure. The increase of the cholesterol fraction in the oil
phase/surfactant mixture leads to the formation of ordered structures with lamellar
arrangements and CHO crystals. The stability studies showed that the OS incorporated in the
surfactant mixtures (EU/FS) improves the stability of ME. The acute toxicity experiments
(Wistar rats and Swiss mice) showed that the average lethal dose (DLsy) of DOX-ME was
greater than the DOX free. The biochemistry parameters (CKMB, AST e ALT) results
showed that the cardiotoxic and hepatotoxic effects were decreased in the DOX-ME
compared to DOX free. Finally, the “in vivo” antitumoral activity showed that the cytotoxic
activity was increased in the DOX- ME compared to DOX free. Thus, the association of the

DOX-ME can be an alternative in cancer therapy.
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Dose letal média
Doxorrubicina lipossomal peguilada
Doxorrubicina
Calorimetria exploratoria diferencial
Equilibrio hidréfilo-lipofilo
Emulsao
Eritrodisestesia palmo-plantar
Eumulgin® HRE 40
Fosfatase alcalina
Taxa de remogao fracionaria
Fosfatidilcolina de soja
Modulo de elasticidade complexo
Moédulo de estocagem
Moédulo de perda
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Glutationa
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GTO Transaminase glutamico oxalacética
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L.p. Intraperitonial
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ME Microemulsdes
ME-DOX Microemulsaos contendo doxorrubicina
ME-OS Microemulsdo com oleato de sddio
ML-Magh Nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato encapsulado

em lipossomas

NCI-H292 Carcinoma de pulmao
NPM Nanoparticulas magnéticas
O/A Oleo em agua
ORPH Oleo de ricino polioxil-40-hidrogenado
oS Oleato de Sédio
PCS Espectroscopia de fotocorrelagao
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6 PG 6-Fosfogluconato
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I. INTRODUCAO

A nanotecnologia de sistemas de liberagdo prolongada de farmacos surgiu no inicio da
década de 80, como um método comercialmente atrativo para administracdo de farmacos e
obten¢do de sua agdo prolongada. Sistemas nanoestruturados sdo aplicaveis no controle da
liberagdo de farmacos, modulando a velocidade com que estes atravessam as barreiras
bioldgicas, penetram a circulagdo e atingem o alvo farmacologico. Além disso, podem atuar
como sistemas de vetorizagdo de farmacos, permitindo direcionar o farmaco no organismo
evitando seu acimulo em tecidos nao especificos, tornando-o menos toxico e elevando sua
concentragdo no local em que deve exercer seu efeito farmacoldgico (OLIVEIRA e SCARPA,

2001; OLIVEIRA et al., 2004).

A literatura mostra que a biodisponibilidade de um farmaco pode ser modificada pelo
uso de vetores medicamentosos e particulas poliméricas. Nanocarreadores coloidais
proporcionam a liberagdo do farmaco no sitio de acdo desejado (célula, tecido ou o6rgdo),
minimizando os efeitos colaterais que normalmente acompanham os medicamentos
convencionais. A diminui¢do dos efeitos toxicos dos quimioterapicos nos tecidos normais e o
aumento da sua eficicia contra diversas doengas t€m sido principalmente obtidos através do
uso desses vetores nanoestruturados nos tratamentos com antineoplasicos (GIBAUD et al.,
1996; RODRIGUES et al., 2002).

Dentre os varios sistemas nanoestruturados atualmente conhecido, as microemulsoes
(ME) tém sido utilizadas com sucesso como veiculos para uma grande variedade de farmacos
e substancias biologicamente ativas como, por exemplo, antinflamatérios nao esteroidais,
vacinas a base de DNA, antineoplasicos ¢ analgésicos (CORREA, 1996; DALMORA et al.,
2001; WARGAFTIGI, 2000; MARANHAO et al., 2002).

Os sistemas micro e nanoemulsionados s3o capazes de compartimentalizar farmacos
nas goticulas da fase interna, as quais possuem propriedades fisico-quimicas bastante
diferentes das do meio dispersante, induzindo modifica¢cdes nas propriedades bioldgicas dos
farmacos incorporados (BHARGAVA et al., 1987). Além disso, esses sistemas melhoram a
solubilizagdo de farmacos lipofilicos em agua e os protegem contra hidrélise enzimatica, além
de aumentar o potencial de absor¢do devido a presenca de tensoativo (FORMARIZ et al.,
2005).

Umas das vantagens das ME frente a outros sistemas dispersos, tais como as
suspensodes, emulsdes e lipossomas ¢ sua estabilidade termodinadmica e consequentemente seu

tempo de vida til muito mais amplo (CRUZ e UCKUN, 2001). Esses sistemas representam
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um eficiente veiculo para administragao de farmacos, permitindo adequada solubilizacao na
fase interna, oleosa ou aquosa, ou na mistura fase interna/tensoativos (ACTIS et al., 1999). As
ME O/A sao eficientes veiculos de administragdo “in vivo” e podem ser empregados para
farmacos lipofilicos em especial aqueles que se solubilizam adequadamente na fase oleosa ou
na mistura 6leo/tensoativo (CONSTANTINIDES, 1995), enquanto que as ME A/O podem ser
utilizadas para farmacos hidrofilicos. Esse sistema apresenta algumas vantagens tais como
transparéncia, alta estabilidade, facil preparacdo e capacidade de incorporar farmacos com
diferentes propriedades fisico-quimicas (ABOOFAZELI et al., 2000).

Entre as patologias atuais, as neoplasias constituem uma das maiores causas de morte
da humanidade e, ainda hoje, esse perfil ndo se modificou consideravelmente, colocando as
neoplasias como um sério problema de satde publica no mundo (NOVAES e BEAL, 2004).
No Brasil € a terceira causa de morte e vém sendo indicadas nos inquéritos epidemioldgicos
como causa mortis muito freqiiente em nosso pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

O aumento mundial do numero de casos de neoplasias tem provocado um avango na
pesquisa na busca de solugdes para o controle desta patologia. Apesar dos intmeros
compostos naturais e sintéticos, utilizados no tratamento das neoplasias, as particularidades
biologicas inerentes a cada tipo de tumor associadas aos mecanismos intracelulares de
resisténcia farmacoldgica (de etiologia multifatorial) aos quimioterapicos que as células
tumorais podem desenvolver, e efeitos colaterais graves, impulsionam a pesquisa de novos
compostos com a¢ao antineoplasica (GOMES e MILANEZ, 1997; FORMARIZ et al., 2004).

As metodologias utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos antitumorais vém
sendo extensamente aprimoradas, assim como as tecnologias para a otimizagao do efeito
farmacoldgico dos farmacos ja existentes, mas que tém seu uso limitado devido aos efeitos
adversos severos. Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas microemulsionados podera
proporcionar ndo somente o aumento da concentracdo de farmaco no sitio de agdo desejado,
reduzindo os efeitos colaterias de forma a permitir a utilizagdo dos farmacos ja existentes,
principalmente os de administragdo endovenosa (FORMARIZ et al., 2004).

A avaliag¢do experimental “in vivo” e “in vitro” de efeito antitumoral mostram que os
métodos de triagem de farmacos utilizados até 1985, sdo uteis para tumores de crescimento
rapido, tais como as leucemias e linfomas, mas nao para outros tipos de tumores. Realmente o
sucesso da quimioterapia ¢ maior para os tumores relacionados com o sistema
hematopoiético, enquanto que para os tumores solidos as alternativas sdo escassas. Com o
aprimoramento da técnica de cultura de células foi possivel no final da década de 80, a

manuten¢cdo de diversas linhagens celulares oriundas de tumores humanos, as quais
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possibilitaram o desenvolvimento da metodologia “in vitro”. O Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos desenvolveu um painel de células cancerigenas que, atualmente, conta
com 60 linhagens originadas de oito tipos de tumores sélidos (pulmdo, melanoma, mama, rim,
colon, prostata, ovario, cérebro) e do sistema hematopoiético (leucemia) tornando possivel a
avaliag@o “in vitro” da atividade antiproliferativa de drogas antineoplésicas com rapidez e
eficiéncia. Esse teste permite analisar um grande niimero de amostras, em um periodo
pequeno, possibilitando resultados rapidos sobre a atividade de novas substancias, naturais ou
de sintese (MONKS et al., 1991).

A avaliagdo experimental de efeito antitumoral também utiliza tumores experimentais
oriundos de animais, sobretudo roedores, para realizagdo dos testes preliminares “in vivo”
(SOUSA, 2000). Os animais desenvolvem o cancer por mecanismos semelhantes aos
humanos, ha mais de cinco décadas, sdo conhecidos tumores que se desenvolvem
espontaneamente em animais de laboratorio, como ratos, camundongos, cuja morfologia,
considerando os diferentes tipos histologicos como tumores de pele e estruturas associadas
também sdao conhecidas (MELO, 1996). Esse fato ¢ de suma importancia na terapia
antitumoral experimental, devido a ndo utilizagdo de agentes quimicos e fisicos, localizacao
superficial, similaridade com tumores humanos, a rapida evolugao, a facil reproducdo através
de transplantagdo e variadas possibilidades de diferentes abordagens experimentais, sejam
métricas ou paramétricas (YOUNG e HALLOWES, 1973).

A doxorrubicina (DOX) ¢ um antineoplasico derivado das antraciclinas, com amplo
espectro de agdo, sendo um dos mais utilizados na terapéutica (MITRA et al., 2001) no
tratamento de tumores solidos e leucemias. Atua bloqueando a sintese de RNA, inibindo tanto
a DNA como a RNA nucleotidiltransferases, através da intercalacdo entre os pares de bases
dos acidos nucléicos (MIGLIETTA et al., 2000; MITRA et al., 2001). Porém, em razdo de
sua acdo inespecifica o farmaco também provoca efeitos colaterias, tais como
cardiotoxicidade e mielossupressao, relacionados com a dose administrada que limitam a dose
cumulativa maxima (SACCO et al., 2001). A dose administrada ¢ de 1,2 a 2,4mg/Kg,
intravenosamente a cada trés semanas. Para contornar esses problemas, foi desenvolvido um
sistema de lipossomas contendo DOX chamado Caelyx™/Doxil ®, o qual encontra-se
disponivel no mercado farmacéutico (SCHERING-SCHERING-PLOUCH, 2004). Esse
sistema veicula doses terapéuticas da DOX, diretamente para as células tumorais,
apresentando toxicidade bastante reduzida (CALTEL et al., 2003). Porém, o Doxil © apresenta
algumas desvantagens na administracdo, pois deve ser reconstituido no momento do uso,

sendo estavel por apenas 24 horas depois de reconstitui¢do, e seu custo ¢ bastante elevado.
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O desenvolvimento de ME contendo DOX podem diminuir sua toxicidade, mas testes
toxicologicos devem ser realizados para garantir a seguranga no uso da DOX quando
incorporada neste sistema.

A avaliagdo toxicoldgica consiste na analise de dados toxicolégicos de um composto
quimico ou de uma substancia, tendo como finalidade classifica-la toxicologicamente,
fornecendo informagdes sobre a forma correta de seu emprego (LARINI, 1997).

A toxicidade aguda ¢ um dos testes utilizados na avaliacdo toxicologica e consiste em
avaliar os efeitos adversos que ocorrem em um curto periodo de tempo apds a administragao
de uma unica dose ou multiplas doses de determinada substancia dentro de um periodo de 24
horas (BARROS e DAVINO, 2003).

A dose letal média (DLsy) ¢ utilizada para identificar a toxicidade relativa da
substancia em questdo (DOX), representando a probabilidade de uma dose causar efeito letal
em 50% dos animais de uma populagdo. Estudos de toxicidade também podem indicar a dose
minima necessaria para produzir uma resposta detectdvel em uma populacdo em teste
(BARROS ¢ DAVINO, 2003).

Dessa maneira ¢ relevante o estudo de sistemas carreadores para DOX, na tentativa de
melhorar a relagdo risco / efeito terapéutico através do aumento da eficacia terapéutica e

diminuic¢ao dos efeitos colaterais.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROEMULSOES

A formagdo de microestruturas em solugdes aquosas de tensoativos ¢ um fendomeno
comum de auto-organizagdo molecular como forma de atingir a estabilidade termodinamica.
Esse fendmeno torna-se a base para a aplicacdo tecnoldgica dos tensoativos como sistemas
organizados nas ciéncias bioldgicas. Moléculas de tensoativos comumente se auto-agregam na
presenca de 4gua formando uma rica variedade de estruturas, quando sdo variados os
parametros de concentracdo de tensoativos, presenga de sal ou a temperatura. Em solugdes
diluidas, solugdes isotropicas de agregados micelares podem ser formadas, enquanto que em
sistemas tensoativo-solvente em concentragdes mais elevadas, fases liquido-cristalinas
isotropicas e anisotropicas podem existir. Esses agregados tornam-se mais estruturados
quando um oOleo ou mesmo outros componentes, como outro tensoativo ou um alcool de
cadeia média, ¢ adicionado ao sistema tensoativo-agua (EZRAHI et al., 1999).

Dessa forma, a mistura de tensoativos com agua, em determinadas proporc¢des, na
auséncia ou na presenca de substancias lipofilicas pode formar diferentes tipos de agregados,
entre os quais agregados polimorfos representados pelas emulsdes (EM), microemulsdes
(ME) e mesofases liotropicas - os cristais liquidos (CL), que estao intimamente ligados com a
propor¢ao e a natureza dos componentes da mistura (FORMARIZ et al., 2005).

Uma parte desses trabalhos tem sido dirigida para o estudo de ME, CL e estruturas
cristalinas de cristais de colesterol, visando ao aumento da solubilidade e da estabilidade de
farmacos, a possibilidade de incorporagdo de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos, a
capacidade de agir como sistemas reservatorios, a diminui¢cao da toxicidade, assim como a
alteragdo da biodisponibilidade, dependendo do tipo de interagao entre farmaco e o sistema de
administragdo (CONSTANTINIDES et al., 1995; CONSTANTINIDES, 1995; BRINON et
al., 1999; GABBOUN et al., 2001); pois as formas farmacéuticas antitumorais convencionais
sdo relativamente simples: os farmacos soliveis e pouco soliveis em adgua sdo formulados na
forma de po liofilizado. Entretanto, essa formulagdo apresenta como inconveniente baixa
estabilidade, inespecificidade e, portanto reduzida eficacia terapéutica.

Assim, o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos antitumorais
para administra¢do endovenosa tem sido um dos principais temas de pesquisa em tecnologia
farmacéutica nos ultimos anos. Entre as alternativas avaliadas, destacam-se principalmente as

microemulsdes (PRETE et al., 2006; FORMARIZ et al., 2006; DIAS et al., 2007).
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O termo microemulsdo foi introduzido na década de 40 por Hoar e Schulman para
definir um sistema fluido e semi-transparente obtido pela titulagcdo até o ponto de clarificagao
de uma emulsdo simples com um alcool de cadeia média como o hexanol ou o pentanol. No
ponto de clarificagdo ndo foi necessaria agitacdo e uma dispersdo transparente foi formada
espontaneamente. Estes pesquisadores observaram, através de microscopia eletronica, que as
dispersodes transparentes formadas eram constituidas de microgoticulas de 6leo em agua (O/A)
ou dgua em Oleo (A/O), cercadas por um filme interfacial misto de tensoativo e co-tensoativo
(a4lcool). O tamanho das goticulas variava de 100 a 600 nm, significativamente menores que
os da emulsdo simples inicial, justificando seu aspecto transparente ¢ o termo microemulsao

(Figura 1) (HOAR e SCHULMAN, 1943).

FIGURA 1: Fotografia mostrando o aspecto de uma microemulsdo em compara¢do com uma

emulsdo simples.

(FORMARIZ et al., 2005)

Este termo foi revisado muitas vezes e a definicdo atualmente mais aceita descreve as
microemulsdes como dispersdes coloidais de agua e 6leo, estabilizadas por um tensoativo e
por um co-tensoativo quando necessario, opticamente transparentes ou semi-transparentes,
termodinamicamente estaveis, apresentam particulas de tamanho menor que 1,0um e,
portanto, passiveis de serem esterilizadas por filtragdo. Além disso, as microemulsdes
apresentam baixa viscosidade, possuem grande capacidade para o transporte de farmacos,
demonstram comprovada propriedade promotora de absor¢do para os farmacos veiculados e
sao facilmente obtidas, sem a necessidade de utilizagdo de equipamentos sofisticados e de

componentes de custo proibitivo (CUNHA-JUNIOR et al., 2003).
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Entretanto, o termo microemulsao lipidica também chamada de LDE, foi introduzido
somente na década de 80, por Maranhdo e colaboradores para definir um sistema
microemulsionado rico em colesterol obtido pela técnica de sonicacdo até o ponto de
clarificagio de uma ME comum (MARANHAO et al., 1986). Esses sistemas diferem das ME
comuns por apresentarem colesterol na sua formulagdo e capacidade de direcionamento para o
interior das células tumorais, minimizando os efeitos toxicos dessa classe de farmacos
(MARANHAO et al., 1992).

Ambos os sistemas, microemulsionados comuns e microemulsionados lipidicos
diferem das emulsdes simples por apresentarem tensao interfacial bem menor (FLORENCE e
ATTWOOD, 1998), ja que as moléculas do co-tensoativo se intercalam entre as moléculas do
tensoativo na interface oleo-agua afetando a curvatura da goticula. Esta baixa tensdo
interfacial promove a formagao espontanea desses sistemas pseudomonofasicos, ndo havendo
necessidade de imposicao de uma forga externa, além da formacao de goticulas de tamanho
reduzido e a estabilidade termodinamica do sistema. J& as emulsdes simples sdo dispersodes
grosseiras bifésicas, turvas ou leitosas, termodinamicamente instdveis e requerem energia
externa para sua formag¢do (TENJARLA, 1999). A Tabela a seguir mostra as principais
diferencas entre as EM e ME.

TABELA 1: Principais diferengas entre as emulsdes e microemulsdes (TENJARLA, 1999).

EMULSOES MICROEMULSOES

Termodinamicamente instaveis tendendo a Termodinamicamente estaveis

separagao de fases

Diametro das goticulas da ordem de 2000- Diametro das goticulas da ordem de 1000-
100000A 20000nm
Sistemas relativamente estaticos Sistemas altamente dindmicos
Area interfacial moderadamente grande Area interfacial bastante grande
Pouco tensoativo ¢ requirido para estabilizagdo Grande quantidade de tensoativo ¢ necessaria

para estabilizagdo

Pequena curvatura da interface O/A O filme interfacial pode estar altamente curvado

A principal desvantagem desses sistemas microemulsionados relaciona-se a utilizagao
de elevadas concentragoes de tensoativos e co-tensoativos em relagdo as emulsoes,

possibilitando a ocorréncia de irritagdo no local de aplicagdao. Assim, esses adjuvantes, além
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de apresentarem como objetivo principal permitir a formacao dos sistemas devem, também,
ser atoxicos e apresentar registro para emprego em produtos farmacéuticos. Entretanto, esta
limitacdo varia dependendo do uso pretendido para a preparagdo em questdo, havendo maior
disponibilidade de substancias para produtos que visam a administragdo cutdnea, maiores
restrigdes aos que se destinam a via oral e, principalmente, aos que devem ser preparados de

forma estéril (parenterais e oftalmicos) (CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

2.1.1 Principais componentes utilizados no preparo de microemulsdes destinadas a

aplicacéo parenteral em oncologia

Um dos maiores problemas associados ao desenvolvimento de sistemas de liberagdo
de farmacos é a escolha dos constituintes. Essa escolha deve ser bastante criteriosa, € deve
atender alguns requisitos, tais como, nao irritabilidade, atoxicidade, capacidade de formar o

sistema desejado (LAWRENCE e REES, 2000).

A) Agentes tensoativos

A molécula de um tensoativo pode ser encontrada como um mondmero em solventes
hidrofilicos apenas quando sua concentra¢do ¢ baixa, uma vez que a interagdo entre a cauda
apolar e o meio aquoso ¢ altamente desfavoravel. O aumento da concentragdo do tensoativo
requer que as moléculas se ordenem, de maneira a reduzir a interagdo entre as caudas apolares
e o meio hidrofilico. Uma vez atingida a concentracdo micelar critica, ocorre a formagao de
micelas, e as moléculas do tensoativo passam a interagir entre si. Trés interagdes sao
dominantes e determinam o nimero de moléculas ideal para a formagdo e o formato do
agregado: repulsdo entre os grupamentos polares, interagdes entre as cadeias apolares e entre
as interfaces polar-apolar. A reducdo ou o aumento da concentracdo do solvente ou alteracao
da temperatura favorece a formagao de diferentes sistemas tais como os liquido-cristalinos, as
ME e as EM sendo que as interagdes intermicelares, associadas as interagdes entre as
moléculas da micela e a geometria do tensoativo influenciam o tipo de sistema formado
(GUSTAFSSON et al., 1997).

O fator de empacotamento (Pp) ¢ um parametro util para predizer a mesofase
preferencialmente formada por um composto anfifilico, uma vez que relaciona o formato da
molécula com propriedades que influenciam a curvatura da interface polar-apolar e,
conseqiientemente, o tipo de agregado formado. O Pp pode ser calculado usando a seguinte

equacdo (MITCHELL e NINHAM, 1981):
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Vh
a xL

0

Pp=

sendo, Pp o fator de empacotamento, Vh volume da cauda hidrocarbonada, L o comprimento

do anfifilico e a, a area da cabeca polar. A Figura 2 relaciona o parametro de empacotamento

com os tipos de fases formadas.

micela reversa
vial>1

sélido é
fase hexagonal

* T 3 reversa

agua em dleo

fase cubica
reversa

fase lamelar

6leo em agua fase cubica normal

1/3<vlal<1/2

fase hexagonal
@ o normal

vial<1/3

@ ok : micela normal

FIGURA 2: Seqiiéncia idealizada de estruturas liquido-cristalinas, micelares e
microemulsionadas formadas dependendo do pardmetro de empacotamento (ditado pela
geometria da molécula), teor de agua e temperatura, em que Vh/a,.L é o fator de

empacotamento.
(BORNE et al., 2001)

Os agentes tensoativos sdo substancias caracterizadas pela presenga de uma regido
polar e outra apolar em suas estruturas moleculares. Podem formar microemulsdes do tipo
agua em 6leo (A/O) ou 6leo em dgua (O/A) ou estruturas bicontinuas (Figura 3), as quais sdo

definidas, principalmente, pelo equilibrio apresentado entre a parte polar e a apolar do
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emulsionante empregado, denominado tecnicamente de Equilibrio-Hidroéfilo-Lipofilo (EHL).
O EHL ¢ numericamente representado em uma escala com valores que vao de zero a vinte,
em funcdo do tamanho da cadeia polar presente nas moléculas do tensoativo. Assim, valores
inferiores a oito indicam predomindncia da parte apolar, tornando-as adequadas para o
preparo de microemulsdes A/O. Ao contrario, valores superiores a oito apontam a prevaléncia
da regido polar e o emprego dessas substancias na obtencdo de microemulsdes O/A (ZANIN
et al., 2002). E valores iguais a oito apontam o processo de inversdo de fases e, portanto a
formagdo de microemulsdes com estruturas bicontinuas, as quais contém volumes relativos
aproximadamente iguais entre a fase aquosa e oleosa (LAWRENCE e REES, 2000;
FORMARIZ et al., 2005).

Microemulsio A/O Microemulsio O/A

Estrutura bicontinua

FIGURA 3 - Representagdo esquematica da organizacdo das microemulsoes.

(FORMARIZ et al., 2005)

Os principais tensoativos utilizados no preparo de microemulsdes sdo aqueles de

natureza ndo idnica, como os copolimeros dos 6xidos de etileno e propileno (“poloxamers”),
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polissorbatos e polietilenoglicois (PEG). Os tensoativos i6nicos sao geralmente toxicos para
utilizagdo em microemulsdes destinadas a aplicagao parenteral, principalmente se considerar a
elevada concentracdo necessaria dessas substincias para a estabilizacdo da grande area de
interface formada entre as fases oleosa ¢ aquosa (CUNHA-JUNIOR et al., 2003). Entre os
principais representantes dos grupos de tensoativos citados, destaca-se a utilizagdo do 6leo de
ricino polioxil- 40 - hidrogenado (Eumulgin HRE® 40) (FORMARIZ et al., 2006), poloxamer
188, do polissorbato 80 e do PEG 200 devido, principalmente, a baixa viscosidade
apresentada por estes, o que contribui com a praticidade do processo de preparacao do sistema
e ndo influencia significativamente nas propriedades reoldgicas do produto obtido (CUNHA-
JUNIOR et al., 2003).

Microemulsdes com tamanho de goticulas da fase interna na faixa de 100-200nm,
administradas por via endovenosa, geralmente sao rapidamente removidas da circulagdo
sanguinea pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM). Dessa forma, a presenca de
polioxietileno nos sistemas microemulsionados ajuda a evitar que as ME sejam rapidamente
removidas da circulagdo (LEE et al., 1995; LIU e LIU, 1995). Esse procedimento prolonga a
meia vida plasmatica do fArmaco, permitindo o direcionamento passivo para os pulmoes, rins,
e areas de inflamagdo (LEE et al., 1995).

Os tensoativos de natureza anfotera, como os fosfolipideos (principalmente, a
fosfatidilcolina de soja [Epikur0n®200]) (Figura 4), apresentam baixa toxicidade e sdo
substancias utilizadas de maneira corriqueira na producdo de microemulsdes lipidicas
injetaveis como, por exemplo, em formulacdes destinadas a nutrigdo parenteral e
quimioterapia. Elas estdo entre os principais tensoativos utilizados no preparo de
microemulsdes. Entretanto, na utilizacdo dessas substancias ¢ necessario observar o grau de
pureza por elas apresentado, pois suas propriedades fisicas e tensoativas dependem da

composicdo e da concentragcdo dos fosfolipides e dos acidos graxos presentes em cada amostra

(VANDAMME, 2002).
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FIGURA 4: Estrutura quimica da fosfatidilcolina.

Em que R e o Ry, sdo acidos graxos, o quais podem ser diferentes ou idénticos.

B) Co-tensoativos

Os co-tensoativos sdo responsaveis pela reducdo adicional da tensdo interfacial
necessaria para a formacdo e estabilidade termodindmica das microemulsdes, além de
promoverem fluidificacdo do filme interfacial formado pelo tensoativo, impedindo na maioria
das vezes a elevagio da viscosidade do sistema obtido (CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

Os principais co-tensoativos utilizados no preparo de microemulsdes sdo alcoois e
glicdis de baixa massa molecular e que apresentam uma cadeia carbonica entre dois e dez
carbonos. Uma avaliagdo criteriosa da toxicidade do co-tensoativo a ser empregado no
preparo de uma microemulsao ¢ considerada de fundamental importancia na elaboracao de
uma formulagdo desse tipo de sistema, tendo em vista que essas substancias podem apresentar
efeitos irritantes significativos, como por exemplo, os alcoois de baixa massa molecular
(CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

Assim, o co-tensoativo mais utilizados em preparagdes farmacéuticas injetaveis
destinadas a nutricao parenteral e quimioterapia ¢ o oleato de sodio (Figura 5) (FORMARIZ
et al., 2006; FAMAP, 2008). Esse tensoativo ¢ classificado como um tensoativo do tipo
anidnico possui EHL igual a 18, e ¢ utilizado como agente solubilizante (LACHMAN et al.,
2001).

FIGURA 5: Estrutura quimica do oleato de s6dio.
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C) Fase oleosa

Os principais parametros relacionados com a escolha da fase oleosa a ser empregada
no preparo de uma microemulsdo estdo relacionados, principalmente, a possibilidade de
obtencdo do proprio sistema e das caracteristicas de solubilidade do firmaco a ser veiculado
(CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

Os Oleos de elevada cadeia carbonica ndo permitem a obtencdo de microemulsdes e
aqueles de natureza menos apolar (triglicérides, principalmente) permitem a dissolugdo de
maiores concentragdes de farmacos lipossoliiveis. Assim, entre os principais 0leos estudados,
destaca-se o trigliceridio de cadeia longa (TCL) de origem vegetal, o trigliceridio de cadeia
média (TCM) que tem sido utilizado sozinho ou em combinagdo com o TCL (TROTTA et al.,
2002), o miristato de isopropila, o 6leo de soja e 0 MyglyolO 812 (triésteres de glicerol dos
acidos caprico e caprilico). O grau de pureza destes dleos deve ser elevado, no sentido de
prevenir a ocorréncia de irritagdo que pode ser provocada pelos contaminantes presentes em
6leos com baixa pureza (CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

A literatura também mostra o efeito do colesterol (colest-Sen- 3B-ol) (Figura 6) como
fase oleosa nas propriedades estruturais e termodinamicas de microemulsdes lipidicas
(STIDDER et al., 2005). Os resultados mostraram que o aumento da concentragdo de
colesterol no sistema favorece a sua cristalizagdo, ocorrendo na forma de bicamadas
lamelares, levando a uma estrutura com menor mobilidade (STIDDER et al., 2005).
Entretanto, quando a concentracao de colesterol excede o limite de solubilidade na bicamada
lipidica, a deposi¢do de cristais de colesterol ¢ observada (LOOMIS et al., 1979). Dessa
forma, dependendo da proporcdo colesterol/tensoativo fases liquido-cristalinas isotropicas e
anisotropicas podem existir uma vez que esses agregados podem originar diferentes
microestruturas, tais como fases cubicas, hexagonais ¢ lamelares, além de cristais de
colesterol (BRINON et al., 1999; EZRAHI et al., 1999; EPAND et al., 2000; 2001; FARKAS
et al., 2001). Essas varias formas de agregacdo do colesterol podem influenciar
diferentemente a velocidade de liberacdo dos farmacos antitumorais neles incorporados

(FORMARIZ et al., 2007; 2008).
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FIGURA 6: Estrutura quimica do colesterol.

Halbert e colaboradores (1984) incorporaram agentes antineoplasicos lipossoliveis em
sistemas microemulsionados lipidicos, a partir da mistura de agentes citotoxicos lipossoluveis
em lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que ¢ o maior carreador de colesterol no plasma
humano. E uma particula esférica, com aproximadamente 200A de didmetro, a qual apresenta,
em seu interior, ésteres de colesterol circundados por uma monocamada de fosfolipidio e
colesterol livre. Esses carreadores apresentam grande potencial de direcionamento de
farmacos antitumorais, pelo fato que as células tumorais durante o processo de divisdo celular
requerem grande quantidade de colesterol para sintese da membrana celular, resultando no
aumento da expressao de receptores de LDL (LDLr) (FORMARIZ et al., 2004).

Neste contexto, quando ocorre a incorporagao de farmacos antitumorais nas goticulas
de LDL rica em colesterol, estas irdo liberar as citotoxinas para as células tumorais,
produzindo um sistema de liberacdo especifica de farmacos antitumorais, podendo aumentar o
efeito antitumoral, reduzindo a toxicidade potencial do farmaco sobre as células normais
(MARANHAO et al., 1994).

O uso do colesterol como fase oleosa pode modificar profundamente a velocidade de
liberagdo de farmacos antitumorais, oferecendo beneficios que incluem o aumento da
solubilidade e o direcionamento para sitios especificos, diminuindo a toxicidade e
aumentando a eficacia clinica de farmacos (AZEVEDO et al., 2005; PRETE et al., 2006;
DIAS et al., 2007).

D) Fase aquosa

A literatura relata que na composi¢cdo da fase aquosa pode ser necessaria a adi¢ao de
tampodes e/ou agentes isotonizantes tendo como finalidade a obtenc¢do e manutencao de um pH

favoravel garantindo assim, o efeito terapéutico e a estabilidade do farmaco (CUNHA-
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JUNIOR et al., 2003). Dessa maneira, utilizou-se como fase aquosa o tampdo Tris-HCI

0,01M pH 7,2 uma vez que a microemulsao utilizada ira ser aplicada pela via parenteral.

2.1.2 Preparo e caracterizacdo das microemulsdes destinadas a aplicacdo parenteral em

oncologia

Na preparacao das microemulsdes, a constru¢do de diagramas de fase pode ser uma
ferramenta fundamental para caracterizar em que condigdes experimentais as ME existem e
em que propor¢des dos componentes outras estruturas tais como EM e CL podem estar
presentes. A partir desses dados, pode-se selecionar a regido do diagrama de fases que mais
convenientemente represente a condi¢do mais apropriada para que o farmaco antitumoral seja
incorporado (FORMARIZ et al., 2005).

Os diagramas pseudoternarios podem ser obtidos a partir de dados de titulagdo ou pela
preparagao de amplo numero de amostras com diferentes propor¢des dos componentes. A
vantagem do primeiro método ¢ que este pode ser usado para estudar amplo nimero de
amostras de diferentes composigdes de maneira rapida (BHARGAVA et al.,, 1987;
LAWRENCE e REES, 2000). Normalmente, os sistemas microemulsionados podem ser
diferenciados visualmente dos outros sistemas, uma vez que os demais sistemas apresentam-
se como emulsdes liquidas opacas, emulsdes géis opacas, representadas por sistemas de
viscosidade elevada, ou com separacao de fases. Ja os sistemas microemulsionados liquidos
sdo caracterizados como sistemas semi-transparentes ou opticamente transparentes
(FORMARIZ et al., 2005) e os sistemas géis sdo caracterizados como cristais liquidos.

E importante ressaltar, que apos a selecio dos constituintes da formulagio, um
diagrama ¢ construido, assumindo-se que as microemulsdes sdo sistemas formados por trés
componentes: fase aquosa, fase oleosa ¢ uma mistura de tensoativos (tensoativo/co-
tensoativo), sendo que cada vértice do diagrama indica um destes componentes. Qualquer
combinacdo dos constituintes pode ser representada como porcentagem no diagrama
(CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

Entretanto, devido a complexidade e ao longo tempo investido no preparo desses
diagramas, o método da titulagdo com co-tensoativo pode ser utilizado (Figura 7). Neste
método, pela adigdo da fase aquosa, fase oleosa e tensoativo ¢ formada uma emulsdo inicial
de aspecto leitoso. Esse sistema ¢ entdo titulado com o co-tensoativo até obtencao da
microemulsdo, caracterizada pelo aspecto transparente ou semi-transparente (CUNHA-

JUNIOR et al., 2003).
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Por outro lado, as microemulsdes lipidicas ricas em colesterol usadas na terapia do
cancer podem ser preparadas por irradiagdo de ultrassom, ou seja, pela técnica de sonicagao
(MARANHAO et al., 1992; FORMARIZ et al., 2006) envolvendo alta energia a qual
proporciona valores transientes negativos para tensao interfacial. Quando o fornecimento de
energia ¢ cessado o sistema tende ao equilibrio energético caracterizado pela formacdo da
microemulsio (MARANHAO et al., 1992; 1994; 2002; OLIVEIRA et al., 2004; FORMARIZ
etal., 2006).

Co-tensoativo

oL

Emulsao Microemulsao

FIGURA 7: Método da titulagdo com co-tensoativo utilizado para o preparo das
microemulsdes.

(CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

Um sistema de classificagdo que define os varios equilibrios existentes entre a
microemulsdo e as fases aquosa e oleosa foi proposto (WINSOR, 1948). Foram estabelecidos
quatro tipos de sistemas:

1) Winsor | - E representado pelo equilibrio entre a fase emulsionada com a fase
oleosa em excesso. Por possuir densidade menor que a da emulsdo, a fase oleosa posiciona-se
acima da emulsdo;

2) Winsor Il - Representa o equilibrio entre a fase emulsionada e a fase aquosa em
excesso. Por possuir densidade menor que a da fase aquosa, a emulsdo posiciona-se na parte
superior a fase aquosa;

3) Winsor 11 - Existem trés fases em equilibrio, 6leo, emulsao e agua, em que o 6leo é
a fase superior, a emulsdo a fase intermediaria e a 4gua, a fase inferior;

4) Winsor IV - E um sistema em que apenas existe a fase microemulsdo, isto ¢, um

sistema visualmente monofasico. A Figura 8 mostra detalhes do sistema de Winsor.
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FIGURA 8 - Representacdo da classificacdo de Winsor. A) Winsor 1. B) Winsor III. C)
Winsor II. D) Emulsdao homogénea. E) Winsor IV.
(FORMARIZ et al., 2005)

Contraria a facilidade de preparagdo, a caracterizagdo da microestrutura desses
sistemas requer a aplicacdo de técnicas sofisticadas de andlise, diferentes das utilizadas
rotineiramente (LAWRENCE e REES, 2000). Algumas propriedades fisicas sdo de obtencao
relativamente simples, em que se utilizam medidas de densidade, viscosidade, espalhamento
de luz, indice de refragdo, condutividade e tensdo superficial. Entretanto, para caracterizagao
da natureza isotropica, sdo utilizadas técnicas de microscopia de luz polarizada, espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS), espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS),
ressonancia magnética nuclear (RMN), dispersdo dindmica, estatica e eletroforética da luz,
difracdo de raios-X, microscopia eletronica de criofractura, difracdo de néutrons, calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e microscopia eletronica, técnicas nem sempre disponiveis

com facilidade (CUNHA-JUN IOR et al., 2003; FORMARIZ et al., 2005).
2.1.3 Microemulsdes lipidicas como nova perspectiva de tratamento do cancer

Nas ultimas décadas, numerosos estudos demonstraram que a biodisponibilidade de
um farmaco no organismo pode ser modificada pelo uso de nanocarreadores. O objetivo
principal dos trabalhos empregando nanotecnologia farmacé€utica consiste em obter sistemas
de liberacdo prolongada de medicamentos mais eficazes € menos toxicos com maior
especificidade para tecidos alvos. Microemulsdes contendo lecitinas na superficie e ricas em
colesterol sdo propostas como carreadores de farmacos. Os trabalhos apresentam carater
multidisciplinar o qual associa a fisico-quimica interfacial que fornece suporte no estudo da
estabilidade de nanosistemas terap€uticos e a farmacologia que permite o estudo

farmacocinético e biodisponibilidade dos produtos farmacéuticos. Farmacos encapsulados em
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nanosistemas sao utilizados para o tratamento do cancer. Inovagdes consistem na utilizagdo de
microemulsdes para solubilizagdo de farmacos com diferentes propriedades fisico-quimicas
no tratamento do cancer (MARANHAO et al., 1994; 2002; VALDULGA et al., 2003;
AZEVEDO et al., 2005; FORMARIZ et al., 2006; DIAS et al., 2007).

A literatura mostra que quando os firmacos sdo incorporados em sistemas
microemulsionados, o transporte ¢ maior do que em cristais liquidos. Esse fato pode ser
atribuido as diferengas estruturais desses sistemas, os quais restringem o movimento das
moléculas do fAirmaco, e as interacdes soluto-solvente no ambiente anisotropico e isotrdpico,
visto que os cristais liquidos apresentam alta energia de ativagdo de difusdo de farmacos e
baixa difusividade de farmaco (GABBOUN et al., 2001; FORMARIZ et al., 2005).

Maranhao e colaboradores, em 1993, demonstraram que uma microemulsao lipidica
(LDE) com composi¢cao semelhante a LDL humana, com exce¢do da parte protéica, ao ser
injetada na circulagdo plasmadtica, entra em contato com as lipoproteinas naturais, adquire
Apo E, que ¢ reconhecida pelo receptor da LDL. A Apo E serve para LDE ligar-se ao

receptor, sendo captada para o interior da célula (Figura 9).

CAVALO DE TROIA

Como age o LDE

FIGURA 9: Mecanismo de acdo das microemulsdes denominadas de LDE nas células

tumorais e normais.
(MARANHAO, 2001)

Essa hipdtese foi inicialmente comprovada em pacientes com leucemia mielocitica
aguda (LMA). Verificou-se que a LDE foi removida com velocidade muito maior nos

pacientes com LMA do que nos controles. Em contrapartida, ap6s os pacientes serem tratados
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com esquemas quimioterapicos convencionais e atingido completa remissdo da doenca, a
remog¢ao plasmatica da LDE tornava-se mais lenta, normalizando-se. Isto mostrava que as
células de LMA, com receptores em nimero muito maior, provocaram remocao acelerada
desta ME. Quando estas foram destruidas pela quimioterapia, a remocao era normalizada.
Neste trabalho, também se demonstrou a captagdo da LDE pela medula dssea infiltrada de
célula de LMA de maneira direta, por meio de imagens de Medicina Nuclear obtidas com
LDE marcada com Tecnécio’”™. Neste experimento comprovou-se que 70% da LDE injetada
foi captada pelas células leucémicas (MARANHAO et al., 1994).

Neste contexto, microemulsdes lipidicas ricas em colesterol do tipo O/A sdo
alternativas interessantes como sistemas de liberagdo de farmacos antitumorais. A estrutura
basica da microemulsao lipidica ¢ um lipidio neutro na regido interna, como, por exemplo, um
trigliceridio liquido, estabilizado por lipidios anfifilicos, como os fosfolipidios. Esse sistema
pode solubilizar quantidade consideravel de farmacos lipossoliveis no dominio hidrofébico
da fase interna oleosa (LUNDBERG et al., 1996; FORMARIZ et al., 2005).

Em 1997, Cortesi e colaboradores, utilizaram os sistemas microemulsionado lipidicos
para solubilizar a Camptotencina, um alcaldide citotoxico bastante utilizado no tratamento de
paciente com cancer, em especial pulmdo, ovario ¢ mama. A solubilidade desse farmaco ¢
muito baixa, cerca de 1,3mg/mL. Isto causa sério inconveniente aos pacientes, uma vez que
este medicamento s6 pode ser administrado, através de infusdes continuas ou multiplas
injecOes diarias, o que resulta em véarios efeitos adversos: neutropenia, trombocitopenia,
anemia, alopecia, ndusea, vomitos, diarréia e erupgdes cutineas.

Os sistemas microemulsionados lipidicos aumentaram consideravelmente a
solubilidade da Camptotencina, pois esta chegou a 500mg/mL. Esse efeito, associado a maior
penetracdo em membranas biologicas, pode contribuir para um aumento da absorcao
gastrointestinal dos alcaldides e entdo facilitar a administragdo oral (CORTESI e
NASTRUZZI, 1999).

Recentemente, confirmou-se a captacdo e a concentragdo da LDE em tumores solidos.
Estudos realizados em pacientes com cancer de ovario e de mama revelaram que a LDE
concentrava-se mais nos tecidos tumorais. A captacdo, no cancer de ovario foi cerca de 10
vezes maior do que no tecido normal (ADES et al., 2002). Por outro lado, no carcinoma de
mama foi 4 vezes maior (GRAZIANI et al., 2002). Estes experimentos comprovam, que €
possivel direcionar um veiculo nanoestruturado para o tecido tumoral.

Estudos demonstram que a carmustina apresentou-se estavel quando incorporada em

LDE, além de minimizar a toxicidade em ratos. Ja através dos estudos de incubagdo de
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linhagens neoplésicas e de células normais, pode-se verificar que sua atividade citotoxica foi
preservada (MARANHAO et al., 2002).

Em seguida, avaliou-se a agdo terapéutica do complexo LDE — carmustina, na dose de
180mg/m* de superficie corporea, em um grupo de pacientes com melanoma multiplo ainda
ndo tratados. Os resultados mostraram que os niveis de imunoglobulina M secretada pelas
células do mieloma, decresceram em mais de 60%, sem que tenham ocorrido efeitos colaterais
importantes, além da melhora clinica dos seis pacientes (HUNGRIA et al., 2004).

Em 2003, Valdulga e colaboradores, avaliaram a associagdao de etoposide com LDE
quanto a estabilidade fisico — quimica, a atividade citotdxica e toxicidade em ratos.
Demonstraram que esta associagdo era estdvel, com preservacao da atividade citostatica do
farmaco, além de baixa toxicidade em animais.

A estabilidade da associacdo de etoposide a uma microemulsdo lipidica rica em
colesterol também foi avaliada em mulheres com carcinoma de ovario, mostrando que a maior
parte do firmaco mantém-se nas goticulas da ME até a remocdo da circulacdo e a
internalizagdo pelas células. Além de apresentar maior concentragdo no tecido ovariano
neoplasico do que no tecido nomal (AZEVEDO et al., 2005).

Posteriormente, ocorreu a associacao de paclitaxel a LDE. Esta mostrou toxicidade
menor e aumento da atividade antitumoral do farmaco quando testada em modelo murino de
melanoma B16. Nesse estudo também, investigou-se os pardmetros farmacocinéticos do
oleato de LDE-paclitaxel e a habilidade da LDE de concentrar o farmaco no tumor em oito
pacientes com neoplasia do trato genital feminino. Os resultados mostraram que a taxa de
remocao fracionaria (FCR) de LDE e da associagdo LDE-paclitaxel eram similares. A FCR do
oleato de paclitaxel associado a LDE foi menor do que do paclitaxel comercial. A meia vida
plasmatica e a area sob a curva (AUC) do LDE-paclitaxel foram maiores do que as do
paclitaxel comercial. A quantidade de LDE-paclitaxel e de LDE no tumor foi
respectivamente, 3,6 e 3,5 vezes maior do que nos tecidos normais. A associacdo a LDE
parece ser uma alternativa no tratamento dos tumores ginecologicos (DIAS et al., 2007).

A literatura mostra que a incorporacdo da DOX em microemusdes lipidicas ricas em
colesterol ¢ dependente do valor de pH sendo possivel a incorparacdo de até 2,24mg/mL de
DOX (FORMARIZ et al., 2006). Os resultados também mostraram que o perfil de liberagdo
de DOX “in vitro” quando veiculadas em ME ¢ mais prolongado principalmente quando a
fragdo de colesterol aumenta (FORMARIZ et al., 2007; 2008). Além desses sistemas

preservarem a atividade antiproliferativa da DOX em culturas de células “in vitro”

Thalita Pedroni Formariz



Revisdo Bibliografica 21

(FORMARIZ, 2004). Assim, essas ME podem ser utilizadas como nanocarreadores de
farmacos na terapia do cancer.

O futuro das microemulsdes na terapia do cancer para liberagdo prolongada de
farmacos na area oncologica parece ser promissor. O estudo de fiarmacos antitumorais
encapsulados em microemulsdes abriu a possibilidade do desencadeamento de respostas
antitumorais com niveis plasmaticos adequados com apenas uma unica dose injetavel, a qual
seria equivalente ao uso de varias doses, em razdao da liberagdo lenta e/ou programada dos
farmacos. Esforgos para aumentar o indice terapéutico dessas moléculas tém sido
substancialmente direcionados no sentido do desenvolvimento de sistemas de liberagdo
especificos. As microemulsdes lipidicas ricas em colesterol tem proporcionado amplas
oportunidades para novas formulagdes e sistemas de liberagdo para grande variedade de
substancias dificeis de formular, tais como o paclitaxel, etoposide, camptotencina, carmustina,
doxorrubicina, entre outros (CORTESI et al., 1997, CORTESI ¢ NASTRUZZI, 1999;
MARANHADO et al., 2002; VALDULGA et al., 2003; HUNGRIA et al., 2004; AZEVEDO et
al., 2005; FORMARIZ, 2004; DIAS et al., 2007).

O desenvolvimento de microemulsdes lipidicas ricas em colesterol quando associadas
aos farmacos antitumorais como, por exemplo, a doxorrubicina pode proporcionar um
incremento de sua eficacia com redu¢ao de sua toxicidade e a um custo extremamente menor
que lipossomas ou outros complexos lipidicos de custo elevado, disponiveis no mercado

internacional.

2.1.4 Doxorrubicina como modelo de farmaco antitumoral utilizado na terapia do

cancer

Muitos quimioterapicos tém sido amplamente utilizados na pratica da quimioterapia.
Os antibidticos obtidos por fermentagdo natural, derivados de vérias espécies do género
Streptomyces, estdo entre estes quimioterapicos. Alguns antibidticos atuam como citocidas
levando as células neoplasicas a morte e outros agem como citostaticos interferindo no
crecimento celular (ALTIERI, 2001; ASHIKAWA et al., 2004).

O cloridrato de doxorrubicina (DOX) ¢ um antibidtico antineoplasico do grupo das
antraciclinas (Figura 10), isolado a partir de culturas fungicas de Streptomyces peucetus var.
caesius, relatado como de uso corrente em oncologia humana (SILVA ¢ CAMACHO, 2005).
Ela apresenta um anel de antraciclina em sua estrutura que se intercala entre os pares de
nucleotideos da dupla fita de DNA nas fases de transcricao e replicagdo. Produz radicais livres

altamente reativos, que consequentemente lesam a membrana celular e o DNA, induzindo
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lesdes no miocardio o que limita a dose a ser administrada (BOUKET et al., 1987;

ASHIKAWA et al., 2004).
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FIGURA 10: Estrutura quimica da doxorrubicina.

A DOX ¢é ativa durante todo o ciclo de divisdo celular, incluindo a interfase e tecidos
de rapida proliferacdo. Os tecidos tumorais, células da medula dssea, mucosa gastrintestinal e
oral e foliculos pilosos sdo os mais sensiveis aos efeitos antiproliferativos da DOX. Ela nao ¢
absorvida pelo trato gastrintestinal, uma vez que o farmaco ¢ irritante para os tecidos,
devendo ser administrado pela via endovenosa (CHARROIS e ALLEN, 2004).

Esse farmaco ¢ metabolizado principalmente pelo figado e, por isso pode induzir
hepatotoxicidade. O seu principal metabdlito ¢ o 13-OH-doxorrubicinol, que possui certo grau
de atividade antitumoral. Apds a administragdo endovenosa, os niveis plasmaticos de DOX
seguem um declinio multifisico, com uma meia vida terminal de 20 a 48 horas. A meia vida
terminal do 13-OH-doxorrubicinol ¢ similar a da DOX. A depuragao plasmatica varia de 8 a
20mL/min/Kg e deve-se principalmente ao metabolismo e a excrecdo biliar.
Aproximadamente 40% da DOX administrada ¢ recuperada na bile ou fezes em 5 dias; 5 a
12% do farmaco e os seus metabdlitos aparecem na urina durante esse periodo (BOUKET et
al., 1987, CHABNER e CALABRESI, 2001).

A DOX pode induzir a apoptose por uma variedade de mecanismos incluindo a
ativacdo de NF-Kf, alquilagdo de macromoléculas, danos na membrana celular, mutagdes de

DNA (SADZUKA et al., 2002; ASHIKAWA et al., 2004; WANG et al., 2004).
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De acordo com Lorenzo e colaboradores (2002), Mathiasen e Jaattela (2002), uma via
de indugdo de apoptose pela DOX ¢ através da inibicdo de Bcl-2 e da liberagdao do citocromo
¢, com ativacdo das caspases 3 e 9 sugerindo o envolvimento mitocondrial.

Recentemente Wang e colaboradores (2004) observaram apoptose em adenocarcinoma
ovariano e neoplasias gliais, pela agdo da DOX, através da ativagdo da caspase 3 e pela acdo
da proteina p53.

Clinicamente, a DOX tem atividade significativa contra consideravel nimero de
tumores, incluindo alguns que sdo geralmente refratarios a outros farmacos. A DOX tem sido
usada com éxito para produzir regressdo em varias neoplasias (tumores malignos), tais como
carcinoma da mama, pulmio, bexiga, tiredide e ovariano; sarcomas dsseos e dos tecidos
moles; linfomas de Hodgkin e n3o-Hodgkin; neuroblastoma; tumor de Wilms; leucemia
linfoblastica aguda e leucemia micloblastica aguda. Esse farmaco tem proporcionado
resultados positivos nos tumores superficiais da bexiga por administragdo intravesical
(aplicag¢do dentro da bexiga) apds ressec¢do do tumor por via transuretral. Outros tumores
solidos tém respondido também, mas o estudo destes até o presente momento ¢ muito
limitado para justificar indicacdes especificas (BAPTISTA, 2005).

A DOX ¢ considerada um dos agentes mais ativos disponiveis para o tratamento
quimioterapico do cancer e ¢ parte importante de regimes curativos utilizados como adjuvante
para o tratamento da doenca em estadios precoces. A eficicia, entretanto, estd associada a
reacdes adversas que incluem granulocitopenia, ndusea, vOmitos, alopecia, reacdes de
extravasamento, estomatite e cardiotoxicidade (BAPTISTA, 2005) mesmo respeitando-se a
dose terapéutica e o intervalo de aplicagdao recomendados.

No homem, o risco de cardiomiopatia grave e irreversivel aumenta se a dose
cumulativa méxima de 550 mg/m® for excedida. As alteragdes patologicas e funcionais
induzidas por antibidticos antraciclinicos no coragdo assemelham-se as da cardiomiopatia
dilatada e incluem degeneragdo miocardica com fibrose e inflamacdo, insuficiéncia
miocardica e dilatagdo cardiaca. A sindrome que resulta do efeito cardiotoxico da
doxorrubicina ¢ caracterizada, clinicamente, por insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC),
hipotensdo, anormalidades eletrocardiograficas, arritmias e morte subita (SILVA e
CAMACHO, 2005).

A lesdao miocardica induzida pela doxorrubicina ¢ caracterizada, histologicamente, por
degeneragdo vacuolar sarcoplasmatica, miocitdlise, atrofia de miocitos e fibrose (SILVA e
CAMACHO, 2005). Segundo Defrancesco e Hauck (2000), essas alteracdes seriam

responsaveis pelo déficit de contratilidade, pelas arritmias e anormalidades
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eletrocardiograficas. Essa lesdo cardiaca também pode ser caracterizada por aumento
significativo dos niveis séricos do biomarcador creatinina kinase (CKMB) (SAAD et al.,
2001).

A literatura também mostra que a DOX induz a lesdo hepatica e essa ¢ conseqiiéncia
da indugdo de alteragdes peroxidativas em varios tecidos como, por exemplo, no figado que ¢
evidenciada pela elevagdo significativa na produ¢ao de malondialdeido (MDA) e pela
deplecdo dos indices de glutationa (GSH) nos tecidos do figado dos ratos. Essa lesao hepatica
¢ caracterizada por aumento significativo dos niveis séricos dos biomarcadores alanina de
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotranferase (AST) (SAAD et al., 2001).

Caso um antraciclico seguro e bem tolerado encontrado seja equivalente em eficacia a
doxorrubicina, essa pode eventualmente ser substituida na maioria dos tratamentos para
cancer. A doxorrubicina lipossomal peguilada (DLP) pode atingir este objetivo se estudos
clinicos forem desenhados e executados apropriadamente e se provarem eficacia equivalente e
melhor tolerabilidade. Quando se atinge a dose cumulativa de doxorrubicina de 550 mg/m’
espera-se que 7,5% dos pacientes tratados desenvolvam sinais e/ou sintomas de insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC), segundo dados de um estudo retrospectivo publicado (VON-HOFF
et al., 1979). Recentemente, uma analise de trés estudos fase III realizada com 630 pacientes
tratados com quimioterapia a base de antraciclicos (SWAIN et al., 2003) mostrou que eventos
cardiacos podem ocorrer em doses cumulativas mais baixas. Nesta analise retrospectiva, a
porcentagem cumulativa de pacientes expostos a doxorrubicina que desenvolveram ICC foi de
5% com dose cumulativa de doxorrubicina de 400 mg/m?, 26% com dose de 550 mg/m’ e
48% com dose de 700 mg/m’.

Dessa forma, a incorporacdo da DOX tanto em sistemas transportadores matriciais
(nano e microparticulas entre outros) como em sistemas reservatdrios (microcéapsulas,
lipossomas entre outros) ¢ uma estratégia para reduzir a hepato e a cardiotoxicidade

cumulativa dose-relacionada da DOX convencional.
2.1.4.1 Sistemas transportadores contendo doxorrubicina

Na ultima década, houve um aumento extraordindrio no ntimero de tecnologias vidveis
para o controle da biodistribuicdo de DOX. Esse aspecto estd sendo explorado, visando a
obtencdo de sistemas particulados sélidos ou sistemas com menor grau de organizagdo, como
as micelas, os niossomas, os lipossomas e as microemulsdes lipidicas. Sistemas de

direcionamento passivo de DOX com aciimulo em determinada regidao do tumor podem ser
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desenvolvidos, devido as propriedades intrinsecas dos materiais ou dos proprios sistemas
(FORMARIZ et al., 2004).

Os sistemas transportadores de DOX, nos quais ligantes especificos permitem que
materiais sejam direcionados para locais especificos do organismo, também, estdo sendo
estudados. As tecnologias de liberacdo discutidas a seguir, podem ser usadas para prolongar a
meia vida da DOX e, mais importante, controlar a sua liberacdo na corrente circulatoria.
Alguns dos novos sistemas, como os lipossomas de DOX, estdo sendo usados correntemente
na clinica médica. Adicionalmente, outros sistemas como os de DOX associada a particulas
poliméricas e, possivelmente, os sistemas microemulsionados lipidicos contendo DOX entre
outros possuem enorme potencial de serem transformados em produtos comerciais
(FORMARIZ et al., 2004). A Figura a seguir mostra a representa¢do esquematica de alguns

sistemas transportadores de farmacos.

Lipossoma
150 nm

Magnetita
10 nm

FIGURA 11: Representacdo esquematica de alguns sistemas transportadores de farmacos. A)
Nanoparticula magnética encapsulada em lipossomas (SANTOS, 2007); B) Micelas
(FORMARIZ et al., 2004); C) Microcapsulas; D) Microparticulas (SILVA, 2004).
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A) Lipossomas

Embora a indutstria farmacéutica seja bem sucedida no descobrimento de novos
farmacos citotoxicos que sdo candidatos em potencial para o tratamento do cancer, esta
doenca causa mais de seis milhdes de mortes por ano em todo o mundo e este nimero
continua crescente (ANDRESEN et al., 2005; BATISTA et al.,, 2007). A terapia com
farmacos antineoplasicos tal como a DOX causa toxicidade sistémica, resultando em
citotoxidade para as células normais. Parte das células cancerigenas tem caracteristicas muito
comuns com as células normais, das quais foram originadas. Deste modo, torna-se dificil
encontrar um alvo unico contra o qual o farmaco possa ser direcionado. Os efeitos colaterais
associados a quimioterapia limitam a dose ou doses cumulativas administradas aos pacientes
que podem levar a metdstase do tumor e, muitas vezes, o desenvolvimento de resisténcia
contra o farmaco (SAPRA e ALLEN, 2003; BATISTA et al., 2007).

Uma estratégia alternativa para estes inconvenientes ¢ o uso de lipossomas como
carreadores de DOX, para alcancar a acumulacdo seletiva do farmaco no tecido, onde se
encontra o tumor ou nas células tumorais. Carreadores lipossdmicos tém sido aceitos
clinicamente no tratamento do cancer, visto que eles alteram a farmacocinética e
biodistribui¢do da DOX (MAMOT et al., 2003; BATISTA et al., 2007).

A encapsulagio da DOX em lipossomos peguilados (Caelyx™/Doxil®, doxorrubicina
lipossomal peguilada [DLP]) é uma estratégia para reduzir a cardiotoxicidade cumulativa
dose-relacionada da doxorrubicina convencional (ALLEN ¢ CHONN, 1987; GILL et al.,
1996). A tecnologia dos lipossomas possui aproximadamente 21 anos. A estrutura dos
lipossomos ¢ constituida de duas camadas lipidicas, e em seu interior encontra-se o fdrmaco
de escolha. A diferenca de DLP para os outros antraciclicos lipossomais ¢ a cobertura da
camada externa do lipossoma com polietilenoglicol (PEG), que confere a esta estrutura
caracteristicas Unicas (GABIZON, 1994).

O PEG altera substancialmente a farmacocinética do lipossoma circulante a medida
que evita a deteccdo e destrui¢do da DLP pelo SFM, o que prolonga a meia-vida, que ¢ de
aproximadamente 72 horas (GABIZON, 1994; GABIZON e MARTIN, 1997). A DLP
permanece encapsulada até atravessar os capilares fenestrados tumorais, atingindo altas
concentragdes no tecido tumoral. Quando comparada aos tecidos normais, esta tecnologia
(GABIZON, 1994) aumenta preferencialmente a captagdo pelos tecidos tumorais como
sarcoma de Kaposi e cancer de mama (SYMON et al., 1999; LYASS et al., 2000). Estudos
pré-clinicos e clinicos, incluindo bidpsia cardiaca (BERRY et al., 1998; EARLY BREAST
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CANCER TRIALISTS” COLLABORATIVE GROUP, 1998; SAFRA et al., 2000), sugerem
fortemente um perfil de favoravel cardiotoxicidade para DLP se comparados com controles
para DOX.

Dois aspectos referentes a DLP s3o importantes: a meia-vida prolongada de DLP
altera a farmacocinética e altera o perfil de toxicidade comumente relacionado aos
antraciclicos e com o aumento de concentracao nos tecidos tumorais proporcionado pelo PEG
espera-se que aumente a eficacia do farmaco (LYASS et al., 2000).

Leucopenia, alopecia, ndusea e vOmitos ndo sdo os maiores problemas quando se opta
por DLP; além disso, deve-se atentar para o fato de que a droga ndo é vesicante. As maiores
toxicidades de DLP sdao estomatite e eritrodisestesia palmo-plantar (EPP), que sdo dose
(estomatite) e intervalo (EPP) dependentes (GABIZON e MARTIN, 1997).

Caelyx™/Doxil® é equivalente a doxorrubicina convencional e pode substitui-la no
tratamento do cancer, exceto em regimes quimioterapicos de dose-densidade.
Caelyx™/Doxil® ¢ uma nova opcdo terapéutica para idosos, pacientes com risco cardiaco
aumentado e expostos previamente aos antraciclicos e possui risco de cardiotoxicidade
significativamente menor que a doxorrubicina convencional (BAPTISTA, 2005).

Outros estudos também mostram o uso da DOX lipossoma encapsulado
(Caelyx™/Doxil®) (THAMM et al., 1997; POIRIER et al., 2002). Neles, observou-se
toxicidade renal da formulagao encapsulada de DOX, levando os pesquisadores a diminuigdo
da dose (de 1,5mg/Kg para 1mg/Kg) ou a escolha da DOX ndo encapsulada. Além disso, a
DOX encapsulada em lipossoma apresenta outras desvantagens uma vez que o produto tem
que ser reconstituido em Dextrose a 5% em 4gua ndo garatindo que toda a quantidade de
DOX seja ressuspendida e, portanto administrada. Esse produto reconstituido deve ser
utilizado no prazo de 24 horas e o custo ¢ elevado (SCHERING-SCHERING-PLOUGH,
2004), fato que limita o seu uso na terapia do cancer.

Lukyanov e colaboradores (2004) modificaram lipossomas de longa duragdo contendo
DOX, comercialmente disponiveis como Doxil®, com anticorpos monoclonais que
reconhecem antigenos da superficie do tumor, que ndo sdo encontrados em células normais.
Um aumento da citotoxidade desses lipossomas sitio-especificos foi constatado nos tumores.

Em 2005, Santos desenvolveu lipossomas lectina-conjugada, preparados a partir da
conjugac¢ao da lectina Con A a lipossomas contendo DOX denominado de Con A-lipossoma-
DOX. Os resultados mostraram a inibi¢ao de 70% e 50% da proliferacao celular em linhagens
humanas HEp-2 e NCI-H292, respectivamente enquanto a DOX em solu¢do inibiu apenas

20% desses linhagens humanas. A encapsulagdo de DOX em Con A-lipossoma levou a um
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melhoramento na penetragdo do farmaco nas células tumorais, € como conseqiiéncia ao
aumento da citotoxicidade, especialmente em células HEp-2. A nanoencapsulacdo de
farmacos anticancerigenos em lipossomas sitio-especifico promove um aumento na eficacia
do farmaco constituindo, portanto, uma forma potencial de administrag@o de tais farmacos.

De fato, Sadzuka e colaboradores (2006) também confirmaram que lipossomas com
superficie modificada com PEG contendo DOX, agente antineopldsico, apresentaram
capacidade furtiva (longa circulagdo) e com acumulagdo do fAirmaco na area tumoral.

Em estudos recentes, Chou e colaboradores (2006), avaliaram a atividade da DOX
encapsulada em lipossomas furtivos (Lipo-Dox”™) em pacientes com carcinoma ovariano
epitelial resistente & platina na dose de 45 mg/m” a cada quatro semanas. A eficacia do Lipo-
Dox" foi constatada em cancer recorrente e platina-resistente. Um perfil de baixa toxicidade

foi verificado com avaliagdo de pardmetros fisioldgicos, bioquimicos e de imagem.
B) Microesferas, microcapsulas e nanoparticulas

Desenvolvidas nos laboratorios da Faculdade de Farmécia da Universidade de
Chatenay-Malabry por quinze anos, as microesferas e microcapsulas para quimioembolizagao
sdo vetores de dimensdes relativamente elevadas (100 a 800 pm) caracterizados por liberar
uma substancia antitumoral como, por exemplo, a DOX no seio do tumor. Os sistemas
utilizados sdo macicos - microesferas - ou ocos - microcapsulas - contendo a DOX dissolvida
ou dispersa no material constituinte destes sistemas. Os materiais utilizdveis sdo de natureza
variavel (cera, etilcelulose, acido polilatico, copolimeros do 4acido latico e glicdlico),
biodegradaveis ou ndo (PUISIEUX e ROBLOT-TREUPEL, 1988).

As microcapsulas e microesferas sdo injetadas em porcdes sucessivas até obter a
reducdo conveniente da circulacdo no seio da artéria a embolizar. Os vetores provocam deste
modo uma necrose do tumor. A este efeito mecanico soma-se em seguida um efeito
quimioterapéutico, devido a liberagdo da DOX no seio do tecido tumoral. Estes sistemas
possuem a potencialidade de concentrar o farmaco no tecido doente e de desenvolver assim,
sua eficacia. Deste modo, eles caracterizam-se também pelo efeito de reduzir a concentragdo
do agente terapéutico em outros tecidos ou orgaos, reduzindo sua toxicidade (PUISIEUX e
ROBLOT-TREUPEL, 1988).

Microesferas contendo DOX também tém sido desenvolvidas para administracao
subcutanea e intramuscular. A administracdo intramuscular e subcutanea de microesferas tem
por objetivo atuar como sistema matricial no qual a DOX dispersa na matriz polimérica sera
liberada por tempo prolongado uma vez que o polimero serda degradado lentamente e o
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farmaco sera liberado por difusdo ou erosdo. A velocidade de degradacao do sistema ¢
dependente da forma e do tamanho da particula e do material utilizado (MALLERY et al.,
2000). Por outro lado, as microcapsulas administradas por essas mesmas vias tém por objetivo
atuar como sistema reservatorio no qual o farmaco como, por exemplo, a DOX se encontra
em uma cavidade central envolta por uma membrana polimérica, a qual controla sua taxa de
liberagdo (FIALHO e CUNHA-JUNIOR, 2007).

As nano e microparticulas diferem estruturalmente dos lipossomas e niossomas,
porque sdo preparadas, a partir de polimeros, gerando uma matriz solida, ao invés de terem
um compartimento aquoso central. Usualmente, s3o obtidas, através da precipitagdo de
polimeros solubilizados em uma das fases de uma emulsdo (SCHOLES et al., 1993; SONG et
al., 1997; KISSEL et al., 1996; FORMARIZ et al., 2004).

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando inimeras aplicagdes terapéuticas,
sendo planejados, principalmente, para administracdo parenteral. Uma das dareas mais
promissoras na utilizacdo, principalmente das nanoparticulas ¢ a vetorizagdo de farmacos
antitumorais como a DOX, almejando uma distribui¢do mais seletiva da mesma e, assim, um
aumento do indice terapéutico (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A tecnologia dos sistemas microparticulados foi avaliada em tumores experimentais,
mas o elevado didmetro das particulas nessas formulagdes somente permite a administragao
em algumas vias, limitando seu potencial. As microparticulas sdo geralmente administradas
pelas vias intraperitonial, intramuscular, subcutanea ou diretamente no 6rgao doente e, em
razdo de suas dimensdes maiores (10-160um), sdo somente usadas para uma liberacao
prolongada da DOX. A DOX ¢ gradualmente liberada por erosdo ou por difusdo do interior
das particulas. A velocidade de liberagdo pode ser aumentada, diminuindo-se o peso
molecular do polimero e o tamanho das particulas e também pelo controle da natureza do
polimero/co- polimero (FORMARIZ et al., 2004).

Microparticulas de resina de troca idnica contendo cloridrato de DOX (CODDE et al.,
1993) mostraram-se superiores ao farmaco livre, quando administradas através da artéria
hepatica. Aumento da atividade antitumoral também foi verificado em animais depois da
administragdo intraperitonial de microparticulas de acido poli-lactico contendo DOX (IKE et
al.,1991). Microparticulas também foram administradas diretamente no interior dos tumores
solidos aumentando a atividade antitumoral da DOX (WILLMOTT e CUMMINGS, 1987).

Por outro lado, devido ao seu tamanho reduzido, as nanoparticulas podem ser
facilmente administradas por via endovenosa e usadas para direcionar a DOX para um tecido

ou 6Orgdo particular. Para facilitar o direcionamento para tecidos tumorais a presenca de
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polioxietileno na superficie da particula ajuda a evitar que as nanoparticulas contendo DOX
sejam rapidamente removidas da circulagdo sangiiinea pelo SFM, principalmente
representado pelas células Kupffer do figado e macréfagos do bago. Nanoparticulas
estericamente impedidas (furtivas ou invisiveis) podem ser preparadas por revestimento com
polioxietileno soltvel ou usando dialquil polioxietilenos e fosfolipidios (FORMARIZ et al.,
2004).

O emprego potencial pode ser ilustrado pela publicagdo de Couvreur e colaboradores
(1982), que utilizaram nanoparticulas de polisobuticianoacrilato para desviar a DOX do
musculo cardiaco, ao qual ela é particularmente toxica. Em camundongos, a concentracao
cardiaca do produto encontra-se consideravelmente reduzida, quando a DOX esté associada as
nanoparticulas.

Chiannilkulchai e colaboradores (1990) avaliaram a eficicia de nanoparticulas furtivas
contendo DOX apo6s administracdo endovenosa, em um modelo de reticulosarcoma M5076,
em camundongos. A eficacia do sistema foi verificada pela contagem de metéstases e pelo
ensaio de sobrevida dos animais. Os autores avaliaram que o acumulo de nanoparticulas
contendo DOX nas células de Kuppfer criou um gradiente de concentragdo com uma difusao
passiva e prolongada do farmaco livre através do tumor, resultando em uma elevada
exposicao das células neoplésicas ao farmaco.

A literatura também relata que a liberagdo de DOX incorporada a nanoparticulas de
poli(cianoacrilato de iso-butila), pode ser prolongada e dependente da taxa de erosdo da
particula. Em outro estudo, a cinética de liberagdo de DOX conjugada quimicamente ao grupo
carboxilico terminal do poli(acido lactico—co—glicolico) (PLGA), através de uma ligagdo
éster, foi sustentada, podendo ser controlada pela massa molar do polimero (SCHAFFAZICK
etal., 2003).

Relatos recentes demonstaram a atividade antitumoral da DOX em nanoparticulas,
além de comprovarem o aumento da eficacia e a reducdo da toxicidade de DOX quando
veiculada nesses sistemas (BARRAUD et al., 2005). Assim, essas nano e microparticulas

podem ser utilizadas como nanocarreadores de DOX na terapia do cancer.
C) Sistemas magnéticos

O desenvolvimento de sistemas de liberagao prolongada contendo DOX tem recebido
grande atencdo nas ultimas décadas, sendo que um dos alvos de grande interesse estdo sendo
o estudo e desenvolvimento de particulas magnéticas como transportadores (CHANDY e

SHARMA, 1996).
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Em 1978, Widder e colaboradores, propuseram o conceito de carreadores magnéticos
como “injetar um material encapsulado magnéticamente suscetivel, como uma matriz
transportadora de farmaco, utilizando um magneto externo para direcionar a matriz ao sitio
alvo. O alvo ¢ afetado com uma forca magnética suficiente para reter particulas no campo
fluido, sendo assim uma particula ideal poderia extravasar dentro do tecido e ser fisicamente
retida”. O tamanho e a forma desses ligantes sdo decisivos para as propriedades magnéticas
desses materiais uma vez que sdo responsaveis pela estrutura eletronica dos ions metélicos,
bem como, pela for¢a das interagdes de cargas entre os centros metalicos (BORDINI, 2006).

A primeira microesfera utilizada para veicular a DOX foi a magnetita coloidal (Fe;O4)
ligada a albumina. Estas microesferas foram capturadas magnéticamente no sarcoma de
Yoshida implantado em caudas de ratos. Este experimento demonstrou remissdo total dos
sarcomas com 0,5mg/Kg de DOX veiculada a essas particulas magnéticas, ao passo que a
administracao sistémica de Smg/Kg de DOX livre ndo teve efeito na remissdo do tumor e
prevengdo das metastases. Porém, estas particulas nunca foram testadas em humanos
(WIDDER et al., 1983; RUDGE et al., 2000).

Rudge e colaboradores (2000), observando a necessidade de avangar os estudos e
divulgar a suscetibilidade magnética, propuseram a preparacao, caracterizacao e avaliagdo do
desempenho das particulas magnéticas utilizando carvao ativo combinado com ferro em po
para liberagdo de DOX. Neste estudo os autores relatam a capacidade de absor¢do destas
microesferas, bem como ensaios de citotoxicidade e suscetibilidade.

Com o mesmo intuito, Goodwin e colaboradores (2001), prepararam particulas
magnéticas de carboximetilcelulose (CMC) veiculadas a DOX (CMC-DOX) e avaliaram a
toxicidade hepética em modelo suino com tumor induzido. Os resultados mostraram que
pequenas lesdes encontradas no tecido hepatico ndo foram significativas, e nao foi detectada
DOX livre no sangue periférico dos animais, sugerindo que o farmaco livre ficou ligado ao
transportador no local aonde o mesmo foi aplicado.

Em uma pesquisa similar, Leakakos e colaboradores (2003), também desenvolveram
particulas magnéticas contendo ferro e carvdo ativo com a finalidade de prolongar e
direcionar a liberagdo da DOX para o tecido tumoral. Os resultados mostraram que foi
possivel direcionar e prolongar a liberacdo de DOX em locais especificos na bexiga de suinos
apos a administragdo intravesical devido as propriedades magnéticas das microparticulas.

A encapsulagdo da DOX em nanoparticulas magnéticas com diametro de 30nm ¢ uma
estratégia para aumentar a meia vida e a biodisponibilidade do farmaco e reduzir a

hepatotoxicidade que ¢ dose-dependente. A aplicacdo dessas nanoparticulas magnéticas
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promoveu o aumento da concentragdo da DOX no o6rgdo alvo (pulmdes), € a prostragao no
figado quando comparado a DOX livie MYKHAYLYK et al., 2005).

Em 2006 e 2007, Silva e colaboradores, relataram a praticabilidade da encapsulagao
direta da DOX as particulas magnéticas através da técnica de sonicagdo ou vortex. Os
resultados sugerem que a complexacdo do ferro com o farmaco ¢ o mecanismo responsavel
para que a DOX seja encapsulada as nanoparticulas magnéticas.

A eficicia da terapia antitumoral pode entdo ser melhorada aumentando a
concentragdo local da DOX quando a biodistribui¢do sistematica do farmaco e os efeitos
toxicos puderem ser limitados (BARRATT, 2000). Dessa forma, uma possivel aplicacio
desse material magnético ¢ a preparacao de sistemas de liberagdo prolongada de farmacos
pouco soluveis, como a DOX uma vez que a literatura apresenta alguns exemplos de
biopolimeros contendo ferro que sdo utilizados para esse propdsito (GOODWIN et al., 2001).

A literatura mostra a auséncia de genotoxicidade e citotoxicidade em nanoparticulas
magnéticas (NPM) respectivamente, pelo teste de micronucleo e porcentagem de eritrocitos
policromdticos. A andlise histopatologica realizadas em trés tecidos mostrou poucos
agregados de NPM em pulmdes e bago, e nenhum no figado. Alteragdes morfoldgicas nao
foram encontradas neste tecido durante o periodo experimental. Os raros infiltrados
inflamatérios observados apos tratamento no figado e nos pulmoes também foram vistos nos
camundongos Swiss fémeas controles. Testes bioquimicos realizados no sangue mostraram
alteracdes irrelevantes, uma vez que as concentracdes de alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), uréia e creatinina foram constantes em quase todos os tempos apos
administracdo das nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato encapsuladas em
lipossomas (ML-Magh), sugerindo auséncia de danos renais e hepaticos. A determinacao dos
niveis de ferro sérico mostrou que as ML-Magh nao alterou significativamente os niveis de
ferro, exceto em testes com o dobro (200uL) da concentragdo usual. Os dados sugerem que a
ML-Magh ¢ biocompativel e tem potencial para ser usadas em aplicagdes biomédicas,
especialmente com agentes antineopldsicos na terapia do cancer, por meio da

magnetohipertermia ou sistemas de liberagao de farmacos (COELHO, 2008).

D) lontoforese

A literatura mostra que o uso de promotores de absorc¢ao e/ ou a aplica¢ao de corrente
elétrica (iontoforese) nas formulagdes podem aumentar a penetracdo da DOX levando a uma
concentragdo terapéutica desta na pele e, assim, permitindo que tumores cutdneos sejam

tratados com sucesso por uma forma ndo invasiva e que apresente menos efeitos colaterais

(TAVEIRA, 2007).
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A quimioterapia topica pode ser um tratamento alternativo para o tratamento de
tumores cutaneos, com diminuicdo da toxicidade sistémica. Dessa forma, Herai (2004)
estudou a penetracdo iontoforética da DOX e o resultado mostrou que a iontoforese aumentou
ndo so a reten¢do, mas também a permeac¢do do fairmaco através da pele.

Em um trabalho realizado por Taveira (2007), foi avaliada, a permeacao iontoforética
da DOX em formulagdes semi-solidas como géis além da citotoxicidade destas formulacdes
em cultura de células de melanoma com e sem a aplicacdo de corrente elétrica de baixa
intensidade. Os resultados do estudo de liberacdo da DOX das formulagdes (gel de
hidroxietilcelulose (HEC), gel de quitosana e solugdo aquosa) mostrou que o gel de quitosana
possuiu uma velocidade de liberagdo quase trés vezes maior do que das demais formulagdes.
Os estudos de permeagdo passiva mostraram que o farmaco ndo atravessa a pele em
quantidades detectdveis. No entanto, a iontoforese contribui significativamente ndo sé na
permeagdo da DOX, mas também na sua retencdo cutanea. O gel de HEC foi o que apresentou
uma maior retencdo cutanea do farmaco em comparacao com as demais formulagdes. Nos
estudos de citotoxicidade realizados em células de melanoma (B6F10) em camundongos,
verificou-se que as formulagdes contendo DOX possuiram citotoxicidade maior comparadas
ao controle (solugdo de DOX). Isso significa que os componentes de cada formulagdo
contribuem no poder de citotoxicidade contra as células de melanoma.

Esse estudo também mostrou que a solugdo de monoleina 5% em propilenoglicol
apresentou maior atividade citotoxica dentre todas as formulacdes estudadas. Seus
componentes, monoleina e propilenoglicol contribuem sinergicamente para sua atividade
citotoxica, a qual € de aproximadamente 90% quando a concentragdo de DOX ¢ de 20 ng/mL.
Enquanto que em solugdo de DOX sua citotoxicidade ¢ de aproximadamente 34% na mesma
concentragdo. A aplicacio de 0,1 a 0,5 mA/cm® de corrente elétrica nio causou morte
significativa para as células de melanoma quando aplicada por um periodo de 10 a 60
minutos. A citotoxicidade das formulagdes com e sem aplicacdo de corrente elétrica por 10
minutos ndo apresentaram diferenca significativa. Porém, a aplicacio de 20 minutos de
corrente elétrica aumentou significativamente a citotoxicidade da DOX em solu¢do aquosa.
Conclui-se, resumidamente, que a aplicagdo de corrente elétrica de baixa intensidade
aumentou a penetracao da DOX através da pele e auxiliou a entrada do farmaco nas células
tumorais, quando esta ¢ dissolvida em solugao aquosa (TAVEIRA, 2007).

As maiores desvantagens do transporte de farmacos por iontoforese sdo os riscos de
queimaduras e choques resultantes da utilizacdo de correntes elétricas elevadas e por longos

periodos. Os riscos de queimadura podem ser causados por fatores como o contato dos
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eletrodos com a pele, sobredosagem, presenca de lesdes no local de aplicagdo, alteracdes

significativas de pH e elevada intensidade da corrente (FIALHO E CUNHA-JUNIOR, 2007).
Por meio da iontoforese ¢ possivel potencializar a administracdo cutdnea da DOX e

atingir os tecidos alvos. Porém, esta técnica ndo € um sistema de liberagdo prolongada e nao

dispensa a necessidade de repeti¢do do tratamento.

E) Micelas poliméricas

Copolimeros anfifilicos de bloco, como os Pluronics (copolimeros de bloco de
polioxietileno polioxipropileno) se auto-organizam em micelas poliméricas (BATRAKOVA
et al., 1996, FORMARIZ et al., 2004). Com o objetivo de liberagdo, a DOX pode ser
solubilizada no interior hidrofobico das micelas (FORMARIZ et al., 2004) ou
alternativamente, conjugado com o polimero formador das micelas (YOKAYAMA et al.,
1990).

Entretanto, micelas sao muito dindmicas com relacao a continua troca das unidades de
mondmeros entre a estrutura da micela e as unidades livres em solugdo. Micelas de acido
poliaspartico sdo suficientemente estaveis no bloco para alterar a farmacocinética da DOX
solubilizada, proporcionar periodos prolongados de circulagdo pelo organismo e liberar
concentragdes maiores de DOX no tecido tumoral quando comparado com a liberacao da
DOX livre (YOKAYAMA et al., 1990, BATRAKOVA et al., 1996, FORMARIZ et al.,
2004).

A solubilizacdo da DOX em micelas de Pluronic aumentou a atividade antitumoral
deste farmaco (BATRAKOVA et al., 1996) ¢ micelas formadas por copolimero de bloco a
partir de acido poli-aspartico-polioxietileno, ligando covalentemente a DOX ao final da
cadeia do acido poliaspartico reduz a toxicidade da DOX “in vivo”. (YOKAYAMA et al.,
1990).

F) Niossomas

Os niossomas possuem a mesma estrutura que os lipossomas, mas sao formulados com
tensoativos ndo-idnicos e outros tensoativos sintéticos. O sucesso obtido com os lipossomas
estimulou a procura de outros tipos de vesiculas formadas por compostos anfifilicos.
Tensoativos nao-idnicos foram uma das primeiras alternativas de materiais estudados e foi
descoberto um grande numero de compostos capazes de se autoassociar, formando bicamadas

fechadas as quais podem ser usadas para liberagdo de farmacos (FORMARIZ et al., 2004)
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como, por exemplo, a DOX. Niossomas contendo DOX acumulam no interior de tumores de
maneira similar aos lipossomas (ROGERSON et al., 1988; UCHEGBU et al., 1995).

De fato, a encapsulagdo DOX em niossomas (ROGERSON et al., 1988; UCHEGBU
et al., 1995) aumenta a liberagdo do farmaco no tumor e a atividade antitumoral. Ao contrario
dos lipossomas furtivos, niossomas de DOX de 800nm de didmetro, contendo um triglicerol
(UCHEGBU et al., 1995) ou de 200nm contendo acido muramico na superficie (UCHEGBU,
1998) ndo sdo capturados significativamente pelo figado. Entretanto, os niossomas contendo
triglicerol acumulam no tumor (ROGERSON et al., 1988), enquanto que os de acido
murdamico acumulam no bago (UCHEGBU, 1998).

Por outro lado, niossomas de DOX de 200nm com polioxietileno (peso molecular
1000) na superficie sdo rapidamente capturados no figado (UCHEGBU et al., 1995) e
acumulam em menor extensdo no tumor. Parece Obvio que para sistemas coloidais
administrados por via endovenosa, o tempo de permanéncia na corrente circulatoria pode ser
controlado por alteragdes quimicas na superficie do sistema particulado (FORMARIZ et al.,
2004).

A DOX foi preparada conjugando-se o fidrmaco antitumoral com uma cadeia
polimérica via espagador enzimaticamente degradavel (DUNCAN, 1992). A encapsulacio
desses farmacos poliméricos em niossomas com cerca de 200nm proporcionou um sistema de
depdsito para o figado, a partir do qual o farmaco ativo vai sendo obtido por clivagem e o
nivel de farmaco no figado permanece por um periodo de mais de 24 horas (UCHEGBU e
DUNCAN, 1997).

Com base na revisao bibliografica apresentada, a utilizagdo de sistema de liberacao
que promovam a diminui¢do dos efeitos colaterais da DOX representa uma alternativa viavel
para o tratamento sistémico de varias neoplasias como carcinomas, linfomas, neuroblastomas
e leucemias. Dentre os diversos sistemas de liberacao considerados, as ME lipidicas rica em
colesterol podem ser destacadas, em decorréncia das suas propriedades fisicas e quimicas ja
discutidas. Além desse nanocarreador apresentar grande potencial de direcionamento de

farmacos antitumorais.
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I11. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL:

O presente trabalho tem o seguinte objetivo geral:

o Desenvolver um sistema terapéutico nanoestruturado microemulsionado, tendo a

Doxorrubicina como fairmaco antitumoral, capaz de servir como sistema nanocarreador.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

O presente trabalho tem como objetivos especificos:

. Caracterizar as propriedades fisico-quimicas de sistemas microemulsionados,
por meio da associagido de Oleo de Ricino Polioxil-40-Hidrogenado (ORPH), Fosfatidilcolina
de Soja (FS) e Oleato de Sodio (OS) como tensoativos, Colesterol (CHO) como fase oleosa e
tampao Tris-HCl 0,01M, pH 7,2 como fase aquosa para a incorporagdo do farmaco

antitumoral Doxorrubicina.

. Avaliar a toxicidade aguda (DLsp) em ratos Wistar e camundongos Swiss, via
intraperitonial, da doxorrubicina incorporada em microemulsdes contendo oleato de sodio e
microemulsdes sem oleato de soédio e comparar com a forma farmacéutica convencional

(Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil).

e  Avaliar os parametros bioquimicos marcadores de cardiotoxicidade e
hepatotoxicidade da doxorrubicina incorporadas em microemulsdes contendo oleato de sodio
e microemulsdes sem oleato de sddio e comparar com a forma farmacéutica convencional

(Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil).

e Avaliar a atividade antitumoral “in vivo” utilizando o modelo de Tumor
Ascitico de Erlich (TAE) em camundongos Swiss, via intraperitonial, da doxorrubicina
incorporada em microemulsdes contendo oleato de so6dio e microemulsdes sem oleato de
sodio e comparar com a forma farmacéutica convencional (Cloridrato de Doxorrubicina,

Eurofarma, Brasil).
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 MATERIAS-PRIMAS, REAGENTES, SOLUCOES E SOLVENTES

— Acido cloridrico, Synth, Brasil;

— Acido oléico, Synth, Brasil;

— Alcool comercial;

— Agua deionizada Milli Q;

— Colesterol, Sigma-Aldrich, USA;

— Cloridrato de doxorrubicina, Eurofarma, Brasil (50mg de Cloridrato de doxorrubicina,
205mg de manitol e 250mg de lactose);

— Ficoll (Amershan Pharmacia®, Uppsala Sweeden);

— Fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200), Lucas Mayer, Alemanha;

— Hidréxido de sodio, PA-ACS, Grupo Quimica, Brasil;

— Oleato de sodio;

— Oleo de ricino polioxil-40-hidrogenado (Eumulgin® HRE40), Pharma Special, Brasil;

Solugao fisiologica estéril de NaCl 0,9%;

— Tris (hidroximetil)aminometano, Merck, Darmstadt, F.R. Germany;

4.1.2 EQUIPAMENTOS E VIDRARIAS

Agitador magnético, P-Selecta, Multimatic-9S;

— Agulhas 25 x 7mm e 0,45 x 13mm;

— Analisador de particulas por Espalhamento de luz — Brookhaven Instruments Corporation,
modelo EMI 9863 — fonte laser He-Ne 10mW, 532nm — HUGHES; Auto correlator 64
canais, instalado no Depto de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica — UNESP -
Araraquara;

— Autoclave vertical, Phoenix;

Balanga analitica;

Cubetas de quartzo para espectrofotometria capacidade SmL, caminho 6ptico de lcm -

Spectrocell,;
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Difratdmetro de raio X modelo Rigaku —2000 com radiacdo de cobre, monocromatizada
por cristal grafite, instalado no Depto de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica — UNESP —
Araraquara;

Espectrofotometro de lodo UV-VIS, Hewlett Packark, modelo 8453;

Evaporador rotorio, Marconi, modelo MA 120;

Fluxo laminar Veco®, Classe 1IB;

Filtros descartaveis para seringas, porosidade de 0,22um, Corning® Corning Incorporated;

Gaiolas de plastico medindo 34 x 50 x 16cm (largura x comprimento x altura);

Gaiolas de plastico com area de 320 cm” e altura de 14 cm;

Gerador de raios X de anodo rotatorio — Rigaku — Denki;

Homogeneizador de tubos, modelo AP22, Phoenix;

Kit labtest (ref: 200404);

Kit labtest (ref: 06004);

Kit labtest (ref: 140404);

Membrana de acetato de celulose 0,45um - Sigma;

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

Monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda do feixe de raio-X de 1,608A;
Peagometro, Quimis®, modelo Q-400 M2;

Pipetador automatico Gilson capacidade 100 ¢ 1000uL;

Refratometro de Abbe, Atago;

Redmetro, Carri Méd, modelo CSL100, instalado no Depto de Fisico-Quimica, Instituto
de Quimica — UNESP — Araraquara;

Seringas de 1, 3, 5 ¢ 10mL;

Sistema de purificacdo de 4gua MILLIPORE, Milli-Q Plus;

Sonicador, Sonics® , Vibra-Cell;

Ultracentrifuga HITACHI, modelo himac CP 80 f3;

Ultra-som, Branson, modelo 1210;
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4.2 METODOS

4.2.1. PREPARACOES DAS MICROEMULSOES

Para um frasco transparente com tampa foram transferidas quantidades adequadas de
tensoativo ndo idnico Oleo de Ricino Polioxil-40-Hidrogenado (ORPH) (Eumulgin® HRE
40), fosfatidilcolina de soja (FS) (Epikuron® 200) e Oleato de Sodio (OS). Para cada
propor¢do de ORPH / FS/ OS (35:35:30 p/p) foi adicionado Colesterol (CHO) como fase
oleosa e, em seguida, titulou-se com tampao Tris-HCI 0,01M, pH 7,2 (fase aquosa), sob
agitacdo em vortex alternada com repouso. Essa seqiiéncia de adicdo facilita a
homogeneiza¢do da mistura, a qual foi sonicada usando Sonicador, Sonics®, Vibra-Cell, com
poténcia de 220 Watts, operando em modo descontinuo, por 20 minutos a temperatura
ambiente. As microemulsdes foram preparadas em triplicata.

ApOs sonicacgdo, as microemulsoes foram centrifugadas a 11.180 (x g) (Ultracentrifuga
HITACHI, modelo himac CP 80 ) por 15 minutos, para eliminar os residuos de titanio
liberados pela haste do sonicador.

Em seguida, incorporaram-se 2mg/mL de DOX e esterelizou-se através de filtragdo em
capela de fluxo laminar (Veco®, Classe 1IB) continuo com membrana de acetato de celulose
0,22um (Millipore).

Todos os materiais utilizados para preparagdo da microemulsdo foram autoclavados

em autoclave vertical (Phoenix) a 121°C, por 15 minutos.

4.2.1.1 Obtencéo do oleato de sodio

Pesou-se cerca de 38g de Acido Oléico, Synth, e transferiu-se para um funil de
separagdo de 1000mL, em seguida adicionou-se hidroxido de sédio (NaOH) em excesso,
agitou-se e mediu-se o pH que foi igual a 14. Apos a verificacdo do pH, deixou-se a mistura
em repouso por 30 minutos, filtrando-a por trés vezes com 100mL de cloroféormio (CHCls).
Mediu-se novamente o pH e este foi igual 6. Concentrou-se a amostra em um evaporador
rotatério, Marconi, modelo MA 120, congelando-a em gelo seco. Apds obtencdo da amostra

congelada, esta foi liofilizada para retirada da 4gua (FORMARIZ, 2004).
4.2.2 COMPOSICAO DOS SISTEMAS ESTUDADOS

Apos ter obtido as microemulsdes (FORMARIZ, 2004), estudou-se as ME descritas

nas Tabelas 2 e 3.
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TABELA 2. ME contendo Eumulgin® HREA40, FS ¢ OS como mistura de tensoativos,
Colesterol como fase oleosa e tampao Tris-HC1 0,01M pH 7,2 como fase aquosa ¢ DOX.

Formulas (%)

Componentes | Ar A, Az Ay As

FS 8,5 7 5 4 2,5
Eumulgin 8,5 7 5 4 2,5
Oleato de Sodio 1,5 3 5 6 7,5
Colesterol 1,5 3 5 6 7,5
Fase aquosa 80 80 80 80 80

[DOX] mg/mL I 2 2 2 2 2

TABELA 3. ME contendo Eumulgin® HRE40 ¢ FS como mistura de tensoativos, Colesterol
como fase oleosa e tampao Tris-HCI1 0,01M pH 7,2 como fase aquosa e DOX.

Formulas (%)

FS 8,5 7 5 4 2,5
Eumulgin 8,5 7 5 4 2,5
Colesterol 3 6 10 12 15

Fase aquosa 80 80 80 80 80

[DOX] mg/mL | 2 2 2 2 2

423 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES
SELECIONADAS

A partir das formulas descritas nas Tabelas 2 e 3 preparou-se 5g das ME, contendo
EU/ FS / OS e EU/ FS como tensoativos, Colesterol como fase interna e tampao Tris-HCI
0,01M pH 7,2, como fase externa.

A caracterizagdo fisica-quimica das ME foi determinada em fun¢@o do volume de fase
interna (fase oleosa) e da porcentagem de tensoativos, em que a propor¢ao de fase aquosa foi
mantida constante. As metodologias escolhidas para essa caracterizacdo encontram-se

descritas a seguir:
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4.2.3.1 Propriedades reoldgicas

A reologia consiste no estudo do escoamento ou deformagdo do material em estudo
quando submetido a uma tensdo (WOOD, 1986). O método ¢ aplicavel na caracterizagdo de
sistemas microemulsionados, pois o comportamento do fluido est4 relacionado com o tipo e
grau de organizacdo do sistema (interagdes entre seus componentes). Também podem ser
empregadas para avaliar a qualidade durante o processo de producao, além de permitir um
estudo do efeito de aditivos na formulagdo (SCOTT, 2000; FORMARIZ et al., 2005).

A quantidade de amostra utilizada foi de 1g de cada microemulsdo e o equipamento
empregado foi o reometro Carri-Med, modelo CSL100, com sistema de cone (20) e placa, com
espacamento de 55um na regido central e com um didmetro de 40mm. Durante o ensaio a
temperatura foi mantida constante em 25 + 0,2°C com o auxilio de um dispositivo “Peltier”.
Os dados do segmento ascendente do gradiente de cisalhamento foram fitados em um modelo
de leis de poténcia utilizando o software Rheology Solutions (dados V1.1.7 da versdao, TA
instrumentos) para descrever as caracteristicas de fluxo das ME.

A determinacdo do comportamento reoldgico foi realizada para as microemulsdes
selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3, em fun¢do das quantidades relativas de fase
interna oleosa, no caso o colesterol. O redmetro funciona pelo principio de rotagdo, nos quais
a amostra ¢ cisalhada entre paredes interna e externa do porta-amostra cuja geometria usual
compreende cone e placa. Nessa geometria, a amostra colocada sobre a placa ¢ submetida a
sucessivas velocidades de cisalhamento pela acdo do movimento de rotagdo do cone. Dessa
forma ¢ possivel construir o reograma tensdo de cisalhamento (t) versus velocidade de
cisalhamento (y), a partir dos quais torna-se possivel o calculo da viscosidade dindmica dos
materiais. As relagdes que descrevem a tensdo e velocidade de cisalhamento sdo

(DICKINSON, 1992):

y=o/a 1=3M/2rR®

sendo, M o torque, @ a velocidade angular (rad.s') e R e a sdo respectivamente o raio e o
angulo do cone.

A vantagem desta geometria ¢ que ndo ocorre variagdo na tensdo de cisalhamento
através da amostra, porque a distancia entre o cone ¢ a placa ¢ muito pequena (da ordem de
dezenas ou centenas de microns), fazendo com que a tensdo de cisalhamento seja

praticamente uniforme por toda a amostra (TOKUMOTO, 1996).
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Para determinacao das propriedades reoldgicas, as leituras foram feitas no intervalo de

0 a 100s™ para a curva 1 (ascendente) e de 100 a Os™ para curva 2 (descendente).
4.2.3.2 Determinacéo da evolugéo das curvas de fluéncia-relaxagao

A determinagdo da compliancia (fluéncia-relaxacdo) foi realizada a partir das
microemulsdes selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3, em funcdo das quantidades
relativas de fase interna oleosa, o colesterol.

O ensaio de fluéncia consiste em submeter a amostra a uma tensao constante e medir a
evolucdo da deformacdo com o tempo. Em seguida, a tensdo ¢ aliviada e mede-se a relaxacao
da deformagao (KORHONEN, 2004).

Os ensaios viscoelasticos sdo baseados nas propriedades mecanicas dos materiais que
exibem tanto propriedades de liquidos viscosos quanto de soélidos elasticos, isto €, sdo
materiais viscoeldsticos e o reograma apresenta os componentes devido a deformacao elastica,
viscosa ¢ a combinagdo dos dois anteriores (KORHONEN, 2004).

A deformacao eldstica ocorre quando o material é submetido a uma tensdo, e esse
material deforma-se imediatamente, proporcionalmente a for¢a aplicada, e mantém essa
deformacdo constante enquanto a for¢a permanecer atuante. Quando esta forca ¢ removida,
apds um tempo (t) a energia elastica armazenada no material ¢ desprendida, e o material
retorna imediatamente a forma original. Quanto ao escoamento viscoso, a aplicagdo de uma
tensao gera deformagdo continua e proporcional a forga aplicada, entretanto, ao retirar a
tensdo o sistema ndo mostra nenhuma tendéncia em retornar a forma original. Esta
transformagao ¢ irreversivel, pois a energia envolvida ¢ totalmente dissipada sob a forma de
calor (GRAESSLEY, 1984; TRADOS, 1987).

O comportamento viscoeldstico, sob a acdo de uma tensdo constante mostra uma
deformacao instantanea (devido a parte elastica) e uma deformagdo continua (devido a parte
viscosa). Quando a tensdo ¢ removida o componente eldstico retoma sua forma original,
enquanto o viscoso ndo mostra tendéncia em retornar ao seu estado original (GRAESSLEY,
1984; TRADOS, 1987).

Os ensaios foram realizados com uma tensao constante de 0,05 Pa, sendo que esta
tensdo aplicada ¢ inferior ao ponto de escoamento para manter a integridade estrutural das

amostras (Tabelas 2 e 3).
4.2.3.3 Ensaios oscilatdrios dos sistemas microemulsionados

A técnica de oscilacdo requer minima perturbagdo do material e fornece varias

informacdes sobre sua estrutura. As freqiiéncias da ordem de MHz (ou superiores) estdao
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associadas ao estiramento ou deformacdo das ligagdes atdmicas, enquanto no extremo, baixas
freqiiéncias (Hz) estdo relacionadas aos movimentos de estiramento ou deformagdo
macromoleculares. Na oscilacdo a tensdo varia como uma onda senoidal. A amplitude da onda
senoidal ¢ proporcional a tensdo ou torque aplicado, e variando-se a freqiiéncia (w), a
velocidade com o que o patamar da tensdo sobe e desce ¢ alterada (SEARS e ZEMANSKY,
1971; GRAESSLEY, 1984).

A relacao de fase entre as ondas de tensdo aplicada e a deformagdo resultante fornece
informagdes sobre os tipos de resposta (elastica ou viscosa) da amostra. Uma reposta elastica
¢ quando as duas ondas s3o superpostas, enquanto que a reposta de um fluido viscoso ¢
quando as duas ondas ndo sdo superpostas. Uma reposta viscoeldstica esta entre esses dois
extremos (SEARS e ZEMANSKY, 1971; GRAESSLEY, 1984).

O modulo de elasticidade complexo G* () ¢ dado pela razdo entre as amplitudes de
tensao e deformagdo, sendo suas componentes real e imaginaria os modulos de estocagem,
G’(w) e de perda, G”’(w), respectivamente (SEARS e ZEMANSKY, 1971; GRAESSLEY,
1984).

Os ensaios de oscilagdo foram realizados com uma tensao oscilatoria constante de 0,5
Pa, sendo as medidas realizadas em funcdo da freqiiéncia (Hz). A freqiiéncia foi variada de 0

a 36Hz.
4.2.3.4 Microscopia de luz polarizada

Uma das maneiras de classificar as fases liquido-cristalinas ¢ determinar sua isotropia
oOptica, através da técnica de microscopia de luz polarizada. Sob um plano de luz polarizada, a
amostra ¢ anisotropica se for capaz de desviar o plano da luz incidente e isotrdpica se nao
desviar a luz. Mesofases lamelares e hexagonais sdo anisotropicas, enquanto as cubicas e
microemulsdes sao isotropicas (NORLING et al., 1992; BRINON et al., 1999; HYDE, 2001).

A microscopia de luz polarizada ¢ uma técnica que permite a classificacdo quanto a
isotropia e anisotropia dos sistemas, permitindo a diferenciagdo entre o tipo de estruturagdo.
Assim, essa técnica foi utilizada para caracterizar a morfologia e a evolugdo das
caracteristicas estruturais das microemulsdes apds a incorporacao do colesterol e da DOX no
sistema.

O microscopio de luz polarizada é um microscopio comum, no qual a luz atravessa um
sistema polarizador, que polariza as ondas luminosas em um tnico plano. O emprego de um

feixe de luz polarizada permite estudar estruturas anisotrépicas e birrefringentes, quando
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apresentam dois indices de refracdo diferentes, conforme a incidéncia da luz, e isotropicas,
quando as estruturas ndo modificam o plano de polarizagio (ARAUJO, 2004).

A partir das formulas selecionadas (Tabelas 2 e 3), formulacdes recentemente
preparadas sem e com DOX (2mg/mL) foram colocadas sobre lamina de vidro, cobertas com

laminula e analisadas em microscopio (Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena) sob luz polarizada.
4.2.3.5 Espalhamento de raio X a baixo angulo (SAXS)

Dentre as técnicas acima citadas, o espalhamento de raios -X a baixo angulo (SAXS)
pela matéria foi utilizado tanto para caracterizar a morfologia e a evolucdo das caracteristicas
estruturais das microemulsdes quanto para identificar as fases cristalinas formadas apos a
incorporacdo do colesterol e/ou da DOX no sistema.

As medidas de espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS) foram utilizadas no estudo
das caracteristicas estruturais das dispersdes coloidais selecionadas e apresentadas nas
Tabelas 2 e 3.

Ao irradiar uma amostra bifasica com a forma de uma plaqueta relativamente fina,
com um feixe monocromatico (luz visivel, raios-X, néutrons, elétrons), observa-se o
espalhamento da radiacdo na vizinhanca angular préoxima a do feixe transmitido. No caso dos
raios X a baixo angulo, o espalhamento deve-se as heterogeneidades na densidade eletronica
do sistema. A dependéncia angular da intensidade espalhada estd diretamente relacionada a
densidade eletronica através da transformada de Fourier. Considerando uma goticula de
tamanho e forma variada, a intensidade espalhada 1(q) ¢ proporcional ao fator forma P(Q)
desta goticula: 1(q) o P(q) (NIELSEN, 1993).

A curva de intensidade do feixe espalhado em funcdo do vetor de espalhamento (Q)
assume a forma da Figura 12, em que quatro regides podem ser distinguidas. As regides 1,2 e
3 compreendem o dominio conhecido por espalhamento de raio-X a baixo angulo, que
fornece informagdes a respeito da morfologia e do tamanho das goticulas dispersas (ou de
macromoléculas em solu¢do) e também a respeito do mecanismo de crescimento e agregagao

dessas goticulas (CHIAVACCI, 1996).
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- LIMIT ! GUINIER ! POROD

FIGURA 12: Diagrama esquematico das principais regides das curvas de SAXS.
(URBAN, 2004)

No caso de um sistema diluido, em que as goticulas sdo globulares idénticas e
orientadas ao acaso, a intensidade de espalhamento segue a Lei de Guinier (regido 1) para

pequenos valores de espalhamento  (GLATTER, 1982; CHIAVACCI, 1996):

3

2
_qu

H(@)=1(0)exp(—

) (1)

em que I(q) ¢ a intensidade do feixe de raios — X espalhado, 1(0) é a intensidade para q
tendendo a zero e Rg ¢ o raio de giro da goticula. Dessa maneira, a partir do coeficiente
angular da porcdo linear da curva In 1(q) x g° pode-se calcular o valor de raio de giro das
goticulas.

Em um sistema concentrado, as goticulas espalhadoras sdo numerosas e interagem
entre si ¢ o espalhamento medido refletird sua geometria e o arranjo entre elas. Para N
goticulas idénticas, distribuidas ao acaso, a intensidade espalhada ¢ escrita da seguinte forma

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988):

1(@) =N.P(q).5(a) (2)

em que, S(q) é o fator da estrutura do conjunto. Portanto, se as goticulas estdo

correlacionadas, S(q) caracteriza o arranjo e contém todas as informagdes sobre as interagdes

Thalita Pedroni Formariz



Material e Métodos 46

entre as goticulas. Entretanto, S(q) pode assumir formas muito variadas, de acordo com o
arranjo das entidades espalhadoras e ¢ dificil separar as contribui¢des P(Q) e S(q). De modo
geral, quando a curva de espalhamento apresenta um maximo de espalhamento a baixos
angulos, pode-se relaciona-la com a presenca de correlagdes entre as posi¢des dos centros
espalhadores. Pode-se deduzir uma distancia média, d, entre as goticulas vizinhas (ou dois
planos vizinhos) a partir do valor da posi¢do do maximo (Qmax), empregando a rela¢do

(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988):

d=2" (3)

max

A razdo entre a superficie da particula espalhadora e o seu volume pode ser obtida
independentemente do modelo adotado, através da relacao (GLATTER, 1982; CHIAVACCI,
1996):

S _Kp
Voo (4)

em que Kp ¢ a constante da Lei de Porod, que pode ser expressa por:
lim,_.. 1(q)q* =Kp (5)

Sistemas coloidais podem comportar-se como fractais (regido 2) e neste caso a
intensidade do feixe espalhado, na faixa de escala de comprimento entre o raio de giro da
menor particula geradora da estrutura (r) e o raio de giro do agregado segue uma lei de

poténcia (SCHAEFER e KAEFER, 1986; CHIAVACCI, 1996):

(@ =~q™ (6)

A Lei de Porod (regidao 3) ¢ observada quando o espalhamento ¢ originado por uma

superficie lisa e bem definida:

l(@)=q™ (7)
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O interesse na utilizagdo da técnica de SAXS na caracterizagdo de sistemas
nanoestruturados ¢ explicado pelo fato de existir a possibilidade de exploracao dos dados na
determinagdo do tamanho médio e da distancia entre os objetos espalhadores, como micelas e
microemulsdes. Além dessa técnica permitir avaliar a estrutura de objetos espalhadores
mesmo que 0s mesmos nao estejam organizados, ela permite caracterizar materiais que tem
distancia entre objetos espalhadores além do limite de trabalho da difracdo de raios—X
(GLATTER, 1982; LECOMTE, 1988).

Essa técnica permite caracterizar particulas com tamanho entre 10 e 1000A. Dessa
forma, permite caracterizar uma grande variedade de amostras como proteinas, vidros e
coloides (WILLIAMS, 1993).

A evolucao estrutural das amostras (Tabelas 2 e 3) em funcao do teor da concentragao
de fase interna oleosa, no caso o colesterol e de tensoativo foi analisada por SAXS. Os dados
foram coletados na estagdo de medidas D11-A SAS do Laboratério Nacional de Luz
Sincroton (LNLS) em Campinas, Sao Paulo - Brasil, que ¢ equipada com um monocromador
do tipo Si (111), com comprimento de onda do feixe de raio X de 1,608 A. As amostras foram
colocadas em uma cela termostatizada a 25°C.

O espalhamento do parasita (espalhamento de particulas existentes no sistema sem
amostra) foi subtraido da intensidade total da amostra. As intensidades de todas as amostras
foram medidas em unidades relativas, mas para uma compara¢do quantitativa, as medidas
foram normalizadas nas mesmas condi¢des experimentais.

Como o feixe de raio-X incidente ¢ pontual no plano de detec¢do e na faixa de
resolucdo do detector, ndo foi necessaria realizacdo de desconvolugcdo das curvas de

intensidade.
4.2.3.6 Difracéo de raios X

A difracdo de raios-X ¢ fundamentada na condi¢do de interferéncia construtiva
estabelecida pela Lei de Bragg, observada na regiao 4 da Figura 12.

Os raios — X sdo radiagdes eletromagnéticas que podem ser polarizadas, difratadas ou
refletidas. A condi¢do para interferéncia construtiva da radiagdo X refletida pelos planos

cristalinos de um cristal é dada pela relagio (MARADUDIN e MILLS, 1975):

2dpg senO=nA, n=123 (8)
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em que dny € a distancia entre os planos de indice de Miller hkl, interplanar, © o angulo de
difracdo de Bragg e A o comprimento de onda de radiagdo incidente. Esta lei estabelece que
para um dado comprimento de onda (A) de radiacdo-X incidente, o raio refletido emergira
apenas em angulos (0) para os quais a relagdo acima ¢ satisfeita. Cada pico de difracdo ¢
produzido por um certo conjunto de planos que satisfaca esta condicdo. Como conjuntos
semelhantes de planos estdo dispostos no cristal de acordo com sua simetria, o arranjo dos
pontos no padrdo Laue reflete a simetria do cristal, permitindo a identificacdo do composto
cristalino.

A identificagdo das fases cristalinas e a cristalinidade dos componentes das
microemulsdes selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3, foram realizadas por difragdo
de raio-X. Na coleta dos difratogramas foi utilizado um difratdmetro de raio-X para
policristais Siemens D- 5000, radiagdo CuKo monocromatizada por cristal grafite. A
velocidade de varredura usada foi de 0,1 segundos a cada 0,050 em um intervalo de 4° até 70°.

Os dados foram tratados usando-se o programa Winmetric® ¢ o refinamento dos
parametros cristalograficos foi feito a partir dos dados de difracdo (20 e intensidade) da
amostra (Tabelas 2 e 3) e dos dados cristalograficos de composto padrao tais como DOX, FS

e Colesterol.
4.2.3.7 Determinacao da estabilidade

A estabilidade das ME e da DOX-ME foram avaliadas em intervalos de tempos
regulares até que surgissem sinais de instabilidade na preparacdo. As amostras (Tabelas 2 e 3)
foram analisadas através de caracteristicas macroscopicas, velocidade e crescimento do
didmetro das goticulas das ME, sendo que para essas duas ultimas andlises as técnicas
utilizadas foram a espectrofotometria e a espectroscopia de fotocorrelagdo (PCS),

respectivamente.
4.2.3.7.1 Caracteristicas macroscopicas dos sistemas microemulsionados

A determinagdo da caracteristica macroscopica foi realizada para as microemulsdes
selecionadas e apresentadas nas Tabelas 2 e 3.

Para as determinagdes da estabilidade ‘shelf-life”, formula¢des recentemente
preparadas, formulacdes preparadas ha 6 meses do experimento e formulagdes contendo

2mg/mL de DOX foram preparadas e deixadas a temperatura ambiente. Essas amostras
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(Tabelas 2 e 3) foram colocadas em um frasco de vidro transparente para inspe¢ao visual das
formulagdes contra fundo escuro.

Fotografias foram tiradas imediatamente e apds 6 meses da preparagdo, a temperatura
ambiente (25 + 0,5°C), tendo como finalidade verificar modificagdes visuais nas
caracteristicas dos sistemas microemulsionados tais como, transi¢do de fases de sistemas
transparentes para semi-transparentes e/ou opacos e coalescéncia, estando esses fatores

diretamente relacionados a estabilidade.

4.2.3.7.2 Ensaio cinético de crescimento das goticulas dos sistemas microemulsionados

através de analise espectrofotométrica

O ensaio cinético dos sistemas microemulsionados (Tabelas 2 e 3) foi determinado por
espectrofotometria na regido do visivel no comprimento de onda de 410nm visto que € nesse
comprimento de onda que verifica-se a turbidez das amostras (FRANZINI, 2006).

Elaborou-se o grafico da turbidez das respectivas amostras em fun¢do do tempo e da
velocidade de crescimento das goticulas (V) em fungdo da quantidade de fase oleosa, no caso
o colesterol.

Para a determinacdo desse ensaio cinético preparou-se S5g das microemulsdes
selecionadas (Tabelas 2 e 3) sem e com DOX (2mg/mL) e em seguida 1mL das amostras
foram diluidas em 10mL de tampao TRIS-HCI 0,01M pH 7,2 e cuidadosamente filtradas
utilizando-se membranas de 0,45um, CORNING®. Em seguida, transferiu-se para cubetas de
quartzo com capacidade de SmL e 1cm de caminho Optico, e analisadas por um periodo de 15
dias por espectrofotometria na regido do visivel, A= 410nm. A temperatura do sistema foi
mantida a 25+ 0,1 oc.

Foram realizadas 3 determina¢des da absorvancias das ME selecionadas durante 15

dias.

4.2.3.7.3 Crescimento do didmetro das goticulas dos sistemas microemulsionados através

da espectroscopia de fotocorrelacéo (PCS)

A partir das formulagdes selecionadas (Tabelas 2 e 3), foram preparadas 5g das
microemulsdes sem ¢ com DOX (2mg/mL) e em seguida 200uL das amostras foram diluidas
em 4mL de tampdao TRIS-HCI 0,0IM pH 7,2 e cuidadosamente filtradas utilizando-se

membranas de 0,45um, CORNING® e analisadas em analisador de goticulas
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BROOKHAVEN (Figura 13). As preparagdes foram mantidas em frascos de cintilagao

isentos de poeira.

FIGURA 13. Esquema do aparelho utilizado para determinagao do didmetro das goticulas por

espalhamento de luz.

Os frascos foram colocados na camara de andlise de modo que o feixe de laser
atravessasse a dispersdo em toda a sua extensdo. A luz espalhada ¢ captada por um
fotomultiplicador posicionando a 90°C do feixe de laser que aumenta o sinal captado e o envia
para um sistema correlator no qual os calculos sdo processados e enviados ao computador. A
temperatura do sistema foi mantida a 20°C, o comprimento de onda do laser foi de 514nm ¢ o
indice de refracao foi de acordo com o indice de cada amostra analisada.

O indice de refragdo das amostras (Tabelas 2 e 3) foi determinado utilizando-se
Refratometro de Abbé, ATAGO, aferido com agua deionizada Milli-Q (indice de refracao
1,3330), a temperatura de 20 + 0,5°C.

Foram realizadas 10 determinagdes do didmetro e indice de polidispersidade das
goticulas, com a duracdo total de 5 minutos por 15 dias. A primeira andlise foi realizada

imediatamente apds o preparo.
4.2.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP,
Araraquara, considerou o protocolo para uso de animais neste projeto, estruturado dentro dos
principios éticos na experimentagdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

— COBEA ¢ de acordo com a Lei n® 11.977, de 25 de Agosto de 2005 que institui o Codigo de
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Protecdo aos Animais do Estado de Sdo Paulo concedendo PARECER FAVORAVEL a sua
execugao, de acordo com Protocolo CEP/FCF/CAR n° 30/2005 em anexo (Anexo 8.3).

4.2.4.1 Casuistica

Para a determinagao da dose letal média (DLso) das ME contendo doxorrubicina foram
utilizados ratos Wistar e camundongos Swiss, com peso médio de 250g e de 30g,
respectivamente, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista-Unesp.
Os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Principios Ativos Naturais
e Toxicologia da Faculdade de Farmacia Bioquimica da Unesp de Araraquara, onde foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 1° C), umidade (55 *+ 5%) e luz
(ciclo 12/12h, luzes acesas as 7hs) e receberam alimento e dgua a vontade. Os animais foram
separados em 5 grupos de 5 animais cada, por grupo de tratamento. Os experimentos foram
realizados na fase de claro (GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY
ANIMALS, 1996).

4.2.4.2 Delineamento experimental
A) Experimento 1: Determinacdo da DLso do Cloridrato da Doxorrubicina

Vinte ¢ cinco ratos Wistar ¢ camundongos Swiss foram selecionados em fungdo do
peso e dispostos em 5 grupos de 5 animais, sendo um grupo controle e 4 grupos
experimentais. Os animais do grupo controle receberam solugao salina estéril (100mg/Kg) via
intraperitonial, e aqueles dos grupos experimentais (ratos Wistar e camundongos Swiss
machos) receberam 7,5; 8; 10 e 15 mg/Kg e 5; 10; 20 e 30 mg/Kg, respectivamente de
cloridrato de doxorrubicina pela mesma via. A seguir, observou-se os sintomas apresentados
pelos animais e/ou a morte dos mesmos durante 14 dias. A agulha utilizada para
administragdo i.p. foi de 25 x 7mm (ratos) e 0,45 x 13mm (camundongos) (BIGHETTI et al.,
2004).

B) Experimento 2: Determinacdo da DLsy das microemulsdes com Oleato de Sodio contendo

Doxorrubicina

Trinta e cinco ratos Wistar ¢ camundongos Swiss foram selecionados em fung¢do do
peso e dispostos em 7 grupos de 5 animais, sendo 2 grupos controles, 1 grupo para a
administracdo do veiculo e 4 grupos experimentais. Os animais do grupo controle negativo

receberam uma solugdo salina estéril (100mg/Kg) via intraperitonial. Ja os animais do grupo
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controle positivo receberam o cloridrato de doxorrubicina [9mg/Kg (ratos) e 12,25mg/Kg
(camundongos)] via i.p., e aqueles dos grupos experimentais (ratos Wistar e camundongos
Swiss) receberam 12; 15; 18 e 20mg/Kg ¢ 35; 50; 60 e 70mg/Kg, respectivamente de
microemulsdes com oleato de sddio contendo doxorrubicina pela mesma via. Os animais do
grupo veiculo receberam as microemulsdes sem farmaco na dose de 100mg/Kg via i.p.. A
seguir, observou-se os sintomas apresentados pelos animais e/ou a morte dos mesmos durante
14 dias. A agulha utilizada para administra¢do i.p. foi de 25 x 7mm (ratos) e 0,45 x 13mm

(camundongos) (BIGHETTI et al., 2004).

C) Experimento 3: Determinacdo da DLsy das microemulsdes sem Oleato de Sédio contendo

Doxorrubicina

Trinta e cinco ratos Wistar e camundongos Swiss foram selecionados em fun¢ao do
peso e dispostos em 7 grupos de 5 animais, sendo 2 grupos controles, 1 grupo para a
administracdo do veiculo veiculo e 4 grupos experimentais. Os animais do grupo controle
negativo receberam uma solugdo salina estéril (100mg/Kg) via intraperitonial. J& os animais
do grupo controle positivo receberam o cloridrato de doxorrubicina [9mg/Kg (ratos) e
12,25mg/kg (camundongos)] via i.p., e aqueles dos grupos experimentais (ratos Wistar e
camundongos SwisS) respectivamente 20; 25; 30 e 35mg/Kg e 20, 25, 40 ¢ 70mg/Kg,
respectivamente de micromulsdes sem oleato de s6dio contendo doxorrubicina pela mesma
via. Os animais do grupo veiculo receberam as microemulsdes sem o farmaco na dose de
100mg/Kg via i.p.. A seguir, observou-se os sintomas apresentados pelos animais e/ou a
morte dos mesmos durante 14 dias. A agulha utilizada para administragcdo i.p. foi de 25 x

7mm (ratos) e 0,45 x 13mm (camundongos) (BIGHETTI et al., 2004).
4.2.5 METODOS ANALITICOS
4.2.5.1 Determinacéo da atividade da isoenzima MB da creatinina kinase (CKMB)

A determinag¢do de CKMB foi realizada por método cinético pela reagdo otimizada por
Szasz e colaboradores (1976), Kit Labtest (ref:200404), cujas etapas estao descritas abaixo:

A amostra de soro foi incubada com o reagente de trabalho da isoenzima MB da
creatinina kinase (CKMB) que contém um anticorpo especifico para a subunidade CKM e que
inibe completamente a atividade enzimatica do mondmero CKM. A atividade do mondmero

CKB, que nao ¢ inibida pelo anticorpo, ¢ medida pela seguinte seqiiéncia de reagdes:
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Creatinina fosfato + ADP & Creatinina + ATP

A CK — B catalisa a desfosforilagdo da creatinina fosfato para produzir adenosina

trifosfato (ATP).

HK
ATP + Glicose — ADP + Glicose — 6 — fosfato

Este ATP reage com a glicose na presenca da hexoquinase (HK) formando glicose 6-

fosfato.

G-6-PDH
Glicose — 6 — fosfato + NAD » 6—-PG+ NADH

A glicose 6 — fosfato na presenga da glicose 6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) ¢
oxidada a 6 — fosfogluconato (6-PG) e reduz o NAD a NADH. A velocidade de incremento na

absorvancia em 340nm ¢€ proporcional a atividade da CKB na amostra.
4.2.5.1.1 Procedimento:

Em um tubo rotulado teste pipetou-se ImL do reagente de trabalho. Adicionaram-se
0,05mL de plasma contendo ME e DOX-ME (Tabelas 2 e 3), homogeneizaram-se e
incubaram-se a 37°C durante 5 minutos. Transferiram-se para a cubeta termostatizada a 37°C
e esperaram-se 30 segundos. Em seguida, realizaram-se a leitura da absorvancia inicial (A)),
disparando-se simultaneamente o crondmetro. Repetiram-se a leitura apds 5 minutos (Az). A

atividade da CKMB ¢ dada pela seguinte equagao:

Atividade da CKMB (U/L) = (A, — A;) x 1333

Esses resultados foram expressos como média + erro padrao da média e analisados,
empregando-se analise de varidancia (KRUSKAL — WALLIS ONE WAY - Analysis of
Variance on Ranks), seguido do teste de Dunn’s Method, tomando-se o valor de p < 0,05

como nivel de significancia estatistica (SOKAL e ROLHF, 1981).
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4.2.5.2 Determinacédo da atividade da aspartato amino transferase (AST)

A determinagdo da aspartato amino transferase (AST) ou transaminase glutamico
oxalacética (GTO) foi realizada por método cinético pela reacdo, Kit Labtest (ref: 06004),
cujas etapas estdo descritas a seguir:

A AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do acido aspartico
para o cetoglutarato, com formagdo de glutamato e oxalacetato, conforme mostra reagdo a
seguir:

AST
L — Aspartato + Cetoglutarato ____ Oxalacetato + L — Glutamato

O oxalacetato ¢ reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto

a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD.

MDH

» Malato + NAD

Oxalacetato + NADH

A reducdo da absorvancia em 340nm, conseqiiente a oxidacdo da NADH, ¢ monitorada

fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da AST na amostra.
4.2.5.3 Determinacéo da atividade da alanina amino transferase (ALT)

A determinacdo da alanina amino transferase (ALT) foi realizada por método cinético
pela reacao, Kit Labtest (ref: 140404), cujas etapas estdo descritas abaixo:

A ALT catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, com formacao de glutamato e piruvato, conforme mostra reacdo a seguir:

ALT
L — Alanina + Cetoglutarato________,  Piruvato + L — Glutamato

O piruvato ¢ reduzido a lactato por a¢do da lactato desidrogenase (LDH), enquanto a

coenzima NADH é oxidada a NAD.

LDH
Piruvato + NADH — L- Lactato + NAD
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A redugdo da absorvancia em 340nm, conseqiiente a oxidagdo da NADH, ¢
monitorizada fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da ALT na

amostra.
4.2.5.3.1 Procedimento

Em um tubo rotulado teste pipetou-se ImL do reagente de trabalho. Adicionaram-se
0,lmL de plasma contendo ME e DOX-ME (Tabelas 2 e 3), homogeneizaram-se e
transferiram-se imediatamente para a cubeta termostatizada a 37 + 0,2 °C e esperaram-se
Iminuto. Em seguida, realizaram-se a leitura da absorvancia inicial (A;), disparando-se
simultaneamente o crondmetro. Repetiram-se a leitura apds 2 minutos (A;). A atividade da

AST e da ALT ¢ dada pela seguinte equagdo:

Atividade da AST e ALT (U/L) = (A= Ag)/ 2 x 1746

Esses resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e analisados,
empregando-se andlise de variancia (KRUSKAL — WALLIS ONE WAY - Analysis of
Variance on Ranks), seguido do teste de Dunn’s Method, tomando-se o valor de p < 0,05

como nivel de significancia estatistica (SOKAL e ROLHF, 1981).
4.2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL “IN VIVO”

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP,
Araraquara, considerou o protocolo para uso de animais neste projeto, estruturado dentro dos
principios €ticos na experimentacao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
— COBEA e de acordo com a Lei n° 11.977, de 25 de Agosto de 2005 que institui o Codigo de
Prote¢do aos Animais do Estado de Sdo Paulo concedendo PARECER FAVORAVEL 4 sua
execucao, de acordo com Protocolo CEP/FCF/CAR n° 31/2005 em anexo (Anexo 8.3).

4.2.6.1 Casuistica

Para a determinagao do potencial anticancer “in vivo” das ME contendo doxorrubicina
foram utilizados camundongos Swiss, com peso médio 30g provenientes do Biotério Central
da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Os animais foram transferidos para o
biotério de Toxicologia e Farmacologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Quimica,
Biologica e Agricola — CPQBA/ UNICAMP, onde foram mantidos em condi¢des controlada
de temperatura (23 £ 1° C), umidade (55 £ 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 7hs) e
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receberam alimento e dgua a vontade. Os animais foram separados em 6 grupos de 9 animais

cada, por grupo de tratamento. Os experimentos foram realizados na fase de claro.
4.2.6.2 Tumor Ascitico de Ehrlich

O teste para avaliagdo do potencial anticancer “in vivo” da doxorrubicina incorporadas
em microemulsdes contendo oleato de so6dio e microemulsdes sem oleato de sddio foi
realizado usando-se o modelo de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) (VICENT e NICHOLLS,
1967). As células de TAE foram descongeladas, ressuspendidas em tampdao PBS e
centrifugadas por 5 minutos a 2.340 (x g) a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o

precipitado celular novamente ressuspendido em PBS, em volume suficiente para que cada

animal recebesse 1.105 células numa propor¢cdo de 10 mL/Kg (via intraperitoneal). Dois
animais receberam essas células e foram considerados doadores, e apds sete dias foram
sacrificados por deslocamento cervical, seu liquido ascitico foi coletado e submetido a
processamento, dado que a quantidade celular agora era muito maior que a inoculada.

Para 2 mL de liquido ascitico coletados foram adicionados 2 mL de ficoll (Amersham

®
Pharmacia , Uppsala, Sweeden) e a mistura centrifugada a 2.340 (x g) por 15min a 18°C. O
anel celular formado foi coletado e submetido a nova centrifugacdo, nas mesmas condicdes,
apos ser ressuspendido em PBS. O sobrenadante foi descartado e o pellet livre de hemaceas e

células brancas foi ressuspendido em salina 0,9%, em quantidade suficiente para a inoculagdo

de 1.105 células/0,5mL em cada animal via subcutanea.

Os animais foram monitorados e o tratamento foi iniciado, sempre pela via
intraperitoneal, com 9 animais por grupo assim que o tumor sdlido tornou-se evidente
(aproximadamente 8 dias). Os animais foram divididos nos seguintes grupos: salina 0,9%
(veiculo) (10mL/Kg) como controle negativo, doxorrubicina (5 mg/Kg) como controle
positivo, microemulsdes sem farmaco (10mL/Kg) como controle negativo da doxorrubicina
veiculada no sistema e cloridrato de doxorrubicina incorporada em microemulsdo com e sem
oleato de s6dio nas respectivas doses: 2,5; 5 e 10mg/Kg. O tratamento foi realizado a cada 7
dias e o tempo total de observacdo do experimento foi totalizado em 15 dias. Ap6s os 15 dias
de experimento, os animais foram eutanaziados e o tumor retirado, pesado ¢ medido. Esses
resultados foram expressos como média * erro padrao da média e analisados, empregando-se
analise de variancia (KRUSKAL — WALLIS ONE WAY — Analysis of Variance on Ranks),
seguido do teste de Dunn’s Method, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel de

significancia estatistica (SOKAL e ROLHF, 1981).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZACAO  FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES
SELECIONADAS

5.1.1 Efeito da adicdo de oleato de sodio e da incorporacdo da Doxorrubicina no

comportamento reoldgico dos sistemas microemulsionados

A Figura 14 (A) mostra a relagdo entre a tensdo de cisalhamento e a velocidade de
cisalhamento para microemulsoes (ME) preparadas com oleato de sédio. As curvas da Figura
14 (A) mostram que as ME comportam-se como sistemas ndo—newtonianos, pois nao
apresentam linearidade entre a tensdo e a velocidade de cisalhamento (WOOD, 1986;
SCOTT, 2000) e sugerem que estes sistemas apresentam as caracteristicas de fluidos
pseudoplésticos, ndo apresentando ponto de escoamento. Este comportamento resulta do
alinhamento das goticulas coloidais formadas pelos componentes do sistema na direcdo do
escoamento com o aumento a tensdo ou velocidade de cisalhamento, reduzindo a resisténcia
interna do sistema, com isso, a viscosidade diminui, podendo-se dizer que as ME “afinam-se”
sob acdo do cisalhamento (TOKUMOTO, 1996). A Figura 14 (B) mostra esta diminuicao da
viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento. Pode-se observar, também, que a
viscosidade varia muito pouco nas ME preparadas com até 6% de CHO, acima disto hd um

aumento abrupto da viscosidade com a proporcao de colesterol.
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FIGURA 14. Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das ME estabilizada com
18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO,

como fase oleosa e 80% de fase aquosa (A) ; viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento

(B).

O efeito da incorporagdo da doxorrubicina (DOX) na viscosidade das ME também foi
investigada. A Figura 15 (A) mostra a relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a velocidade
de cisalhamento para as ME preparadas com oleato de sodio variando a propor¢ao EU/FS/OS
e CHO contendo DOX. Assim, como as ME estudadas anteriormente (preparadas sem o
farmaco), as ME com DOX também apresentaram comportamento de fluido pseudoplastico, e
conseqiiente diminui¢cdo da viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento. A
Figura 15 (B) mostra a varia¢do da viscosidade aparente com a velocidade de cisalhamento e
observa-se a diminuigdo da viscosidade sob acdo de cisalhamento, confirmando o
comportamento pseudopléstico do sistema. Pode-se notar também que a incorporagdo da
DOX ao sistema (Figura 15 (B)), leva a um aumento da viscosidade aparente quando
comparado com as ME sem o farmaco (Figura 14 (B)) e quando aumenta a propor¢do de
colesterol do sistema. Estes efeitos podem ser explicados pela formagdo de microestruturas
mais volumosas provocada pelas interacdes da DOX com a fase oleosa e que reflete

diretamente sobre a viscosidade do sistema (FORMARIZ et al., 2006). O aumento abrupto da
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viscosidade acima da propor¢ao de 6% de CHO verificada nas ME sem o farmaco (Figura 14

(B)), também ¢ verificado quando a DOX ¢ incorporada no sistema (Figura 15 (B)).
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FIGURA 15. Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das ME estabilizada com

18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO,

como fase oleosa e 80% de fase aquosa com 2mg/mL de DOX (A) ; viscosidade aparente x

velocidade de cisalhamento (B).

Para descrever as caracteristicas do fluxo das ME, uma vez que estes sistemas

apresentam um comportamento pseudoplastico, um modelo de lei de poténcia foi utilizado.

Assim, o comportamento do fluxo pode ser descrito pela equagdo (PRENTICE , 1984):

=K. ()"

em que 7 ¢ a tensdo de cisalhamento, 7 ¢ a velocidade de cisalhamento, K ¢é o

indice de consisténcia que esta relacionado com a viscosidade e n ¢ o

comportamento de fluxo. Neste modelo n > 1 representa um fluido dilatante, n <

1 representa um fluido pseudopléstico e n = 1 representa um fluido Newtoniano.
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A Tabela 4 apresenta o comportamento de fluxo (n) e o indice de consisténcia (K) e o
coeficiente de regressao (Rz) para as diversas formulagdes de ME preparadas com e sem
DOX. Os dados (Tabela 4) mostram que os valores de n tanto para as ME contendo ou nao
DOX sao todos menores do que 1 indicando que estes sistemas apresentam comportamento
pseudoplastico, confirmando os resultados anteriores. O grau de “pseudoplasticidade” pode
ser medido pelo comportamento de fluxo (N) que aumenta com a diminuicdo da
pseudoplasticidade. Assim, de maneira geral, a medida que aumenta a quantidade de
colesterol (de 1,5 a 6%) no sistema, o grau de pseudoplasticidade torna-se menor e com 7,5%
de colesterol volta a aumentar consideravelmente. A incorpora¢do do firmaco contribui para
aumentar esta pseudoplasticidade, conforme indicado na Tabela 4, os valores de n sao
menores quando comparados com as ME preparadas sem DOX.

Outrossim, a viscosidade dinamica das ME pode ser avaliada com o indice de
consisténcia (K) que aumenta com a viscosidade. Para ambos os sistemas, contendo ou nao
DOX, os valores de K (Tabela 4) variam muito pouco quando a propor¢ao de colesterol
aumenta de 1,5 a 6%, acima disto (7,5%) ha um aumento abrupto, indicando que a
viscosidade aumenta consideravelmente para as ME preparadas com quantidades elevadas de
colesterol. A incorporagao de DOX contribui ainda mais para o aumento da viscosidade do
sistema, como pode ser visto na Tabela 4, em que observa-se que os valores de K sdo maiores
quando comparados com as ME sem DOX. Todos esses resultados de reologia sugerem que a
quantidade de colesterol e suas interagdes com o farmaco favorecem a cristalizagdo do
colesterol contribuindo para o aumento da viscosidade (HYDE, 2001; FARKAS et al., 2001;
STIDDER et al., 2005), e o conseqiiente aumento dos valores de K. Além disto, ha um
favorecimento na formacdo de uma rede estrutural que faz com que aumente o grau de
pseudoplasticidade quando comparados com as ME sem o farmaco e apresente para sistemas
com maiores proporgdes de colesterol, como a preparada com 7,5 %, o maior comportamento

pseudoplastico.
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TABELA 4. Comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) para as formulagdes
preparadas com concentragdo fixa de fase aquosa e aumento da concentracdo de CHO, como

fase oleosa contendo 2mg/mL de DOX.

Formulagdes |[CHO]| N K R? [ Formulacées|[CHO]| n K R’
Sem DOX % Com DOX %
A, 1,5 | 0,67 | 0,02 | 0,947 A, 1,5 | 0,58 | 0,08 | 0,992
Ay 3 0,69 | 0,02 | 0,974 Ay 3 0,72 | 0,06 | 0,997
As 5 0,82 | 0,02 | 0,980 As 5 0,73 | 0,07 | 0,998
Ay 6 0,85 | 0,02 | 0,988 Ay 6 0,75 | 0,07 | 0,998
As 7,5 |0,64 | 0,75 | 0,997 As 7,5 | 0,64 | 0,99 | 0,998

A literatura mostra que muitas ME também apresentam tixotropia (CERA, 2001;
FORMARIZ, 2004). Os materiais pseudoplésticos podem apresentar a propriedade de afinar-
se com a aplicacdo de velocidades de cisalhamento crescentes. Quando a velocidade de
cisalhamento é removida, as tensdes de cisalhamento sdo relaxadas e o sistema tendera a
readquirir a estrutura inicial, de tal forma que as curvas ascendentes e descendentes do
reograma estardo deslocadas, resultando em uma area de histerese. Esse fenomeno ¢
conhecido como tixotropia (MARTIN et al., 1969; SHAW, 1975; SCOTT, 2000).

Dessa maneira, resolveu-se estudar também as propriedades tixotropicas das
microemulsdes que estdo diretamente relacionadas com os seus componentes. Nota-se que as
ME contendo oleato de sodio (Figura 14 (A)) apresentam grau de tixotropia insignificantes
com o aumento da concentragdo de CHO. Porém, quando a DOX ¢ adicionada ao sistema, o
grau de tixotropia aumenta (Figura 15 (A)). Além disso, o grau de tixotropia, estimado a partir
da éarea de histerese entre as curvas ascendentes e descendentes do reograma, aumenta com a
diminui¢ao da concentragdo de colesterol (Figuras 14 (A) e 15 (A)) para as amostras contendo
oleato de sodio.

O caréter tixotropico das formulacdes (Figuras 14 (A) e 15 (A)) pode ser atribuido a
uma rede fracamente estruturada formada pela agregacdo das goticulas coloidais que dao
origem as regides mais estruturadas. Como prevé a literatura, quando a concentracdo de CHO
aumenta no sistema, a sua cristalizacdo ¢ favorecida e ocorre na forma de bicamadas
lamelares, levando a uma estrutura com menor mobilidade (STIDDER et al., 2005). Porém,

essa estruturacdo pode ser destruida com o aumento da velocidade de cisalhamento e
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facilmente recomposta quando essa velocidade diminui devido a uma possivel quebra dos
cristais de colesterol e a existéncia de forgas de interagdes fracas entre goticulas ou agregados,
ou entre as regides mais estruturadas e o farmaco (DOX).

Maiores informagdes sobre a estrutura destes sistemas podem ser obtidas por analises
reologicas a partir da aplicacdo de solicitagdo oscilatéria. Neste tipo de ensaio, a tensdo de
cisalhamento varia como uma onda senoidal e a relagdo entre as ondas de tensdo aplicada e a
deformagao resultante fornece informagdes sobre os tipos de resposta (elastica ou viscosa) do
sistema. A partir da razdo destas duas grandezas, obtém-se o modulo elastico complexo G
Tokumoto (1996) relata que a componente real do modulo elastico, G’, ¢ denominada de
modulo de armazenagem, porque representa a energia armazenada durante a deformagdo a
tensdo crescente e liberada quando a tensdo ¢é relaxada. A parte imaginaria do médulo G,
deve-se ao elemento viscoso que ndo pode armazenar energia, porque a tensdo aplicada ¢
dissipada na forma de deformacgao irreversivel. Desse modo, G” ¢ denominado mddulo de
perda e leva em conta esta dissipacdo de energia. Sendo assim, estudou-se a evolucao
temporal dos mddulos de armazenagem (G’) e perda (G”) em fungdo da freqiiéncia aplicada
para as ME com OS contendo ou ndo DOX.

A evolu¢ao dos modulos de armazenagem G’e de perda G” das ME com OS sem
DOX sdo mostrados na Figura 16, em que pode-se observar que para as ME com quantidades
inferiores a 7,5% de colesterol, a auséncia de G’ e a predomindncia de G” indicam que essas
amostras (A, Ay, A; e A4) comportam-se praticamente como um sistema liquido viscoso.
Esse comportamento ¢ caracteristico de solugdes liquidas uma vez que G’ ¢ G’’ apresentam
uma dependéncia linear com a freqiiéncia. Por outro lado, para as ME com 7,5 % de CHO, G’
estd presente, mas com valores bem inferiores a G’’, sugerindo que essa amostra comporta-se
como um liquido essencialmente viscoso constituido de uma rede fracamente estruturada, ou
seja, apresenta propriedades viscoelasticas. Em ambos os casos, esses comportamentos dos
fluidos associados a reducao da viscosidade com a velocidade de cisalhamento (Figuras 14
(B) e 15 (B)) facilitam ndo somente a aplicagdo parenteral, mas também a preparacao das ME

estudadas (Tabelas 2 e 3).
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FIGURA 16. Evolugdo dos modulos de armazenagem G’e de perda G” da ME estabilizada
com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de

CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.

Quando o farmaco ¢ incorporado, todas as ME apresentam propriedades
viscoelasticas, com valores de G’ inferiores a G*’. A figura 17 mostra a evolu¢dao dos médulos
de armazenagem (G’) e de perda (G”) das ME com OS contendo DOX. Para as ME
preparadas com 7,5% CHO, o numero de interagdes elasticas aumenta, o que faz os valores de
G’ serem maiores em relagdo as proporgdes inferiores de CHO, porém a sua quantidade nao ¢
suficiente para caracterizar o sistema como solido com caracteristica predominantemente
elastica, pois G’’> G’. Assim, pode-se sugerir que quando a DOX ¢ adicionada ao sistema,
esta favorece ainda mais a formagdo de agregados ou de pequenos cristais de colesterol

(LOOMIS et al., 1979; EPAND et al., 2000 e 2001).
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FIGURA 17. Evolugdo dos modulos de estocagem G’e de perda G da ME estabilizada com
18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO,

como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, respectivamente.

Ensaios de compliancia (ou fluéncia-relaxagdo) foram realizados para comprovar a
natureza viscoeldstica das ME. A compliancia ¢ definida pela razdo da deformacdo pela
tensdo. Neste teste, uma tensdo constante € aplicada e a deformagao da amostra ¢ determinada
em fung¢do do tempo (fluéncia). Na etapa de relaxacao € retirada a tensao pré-determinada da
amostra e essa retorna a forma original em fun¢do do tempo (MARRIOTT, 1988) podendo

sugerir a propriedade do material estudado. A curva ¢ dada em termos de complidncia em
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fungdo do tempo, quanto menor a compliancia maior ¢ a componente eldstica do sistema
(KORHONEN, 2004).

A evolugao das curvas de fluéncia-relaxagao das ME com OS, sem ¢ com DOX sao
mostradas na Figura 18 (A) e (B), respectivamente. Para as ME sem farmaco, com o aumento
da concentragdo de colesterol, observa-se um pequeno desvio da linearidade nas curvas de
deformacao seguida de uma relaxagao pouco acentuada (Figura 18 (A)), comportamentos
tipicos de sistemas viscosos, a qual a componente elastica ¢ desprezivel. Entretanto, para as
ME sem DOX com alta concentragdo de colesterol (7,5%) (Figura 18 (A)) e com DOX
incorporada (Figura 18 (B)), observa-se uma relaxacdo mais acentuada quando a tensdo ¢
removida além de um maior desvio da linearidade nas curvas de deformagao seguida de uma

relaxacdo pouco acentuada, o que caracteriza o comportamento tipico de sistemas

viscoelasticos.
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FIGURA 18. Evolugdo temporal da compliancia das ME sem (A) e com DOX (B)
estabilizada com 18,5; 17; 15; 14 ¢ 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6

e 7,5% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.

A Figura 19 apresenta os valores de compliancia extraidos no tempo de 119s da etapa
de fluéncia para as ME com e sem DOX. A figura mostra que a compliancia diminui com o
aumento da quantidade de CHO, indicando a tendéncia de se obter sistemas mais
viscoelasticos para elevados teores de CHO. Este comportamento evidencia o inicio da

formacao de interagdes entre as goticulas uma vez que a incorporagdo de colesterol no sistema
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contribui para formar estruturas mais ordenadas e com isso contribuem para o aparecimento
de regides com particulas interconectadas por interacdes eldsticas que permitem a recuperagao
da deformacao apos o alivio da tensdo. Esse fato ¢ evidenciado principalmente pela ME com
7,5% de CHO (LOOMIS et al., 1979; EPAND et al., 2000; 2001).

Com incorporagdo de DOX as ME, os valores de compliancia (Figura 19) sdo menores
quando comparados com as ME sem DOX, indicando que o fa&rmaco favorece o aumento da
viscoelasticidade do sistema, dessa maneira, a estruturagcdo ¢ ainda mais favorecida quando a

DOX ¢ incorporada ao sistema formando estruturas com menor mobilidade.
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FIGURA 19. Valores de compliancia a 119s (etapa de fluéncia) das ME em fung¢do da

quantidade de colesterol.

5.1.1.2 Efeito da retirada do oleato de sddio (OS) e da incorporagdo da Doxorrubicina

nos sistemas microemulsionados

Para estudar a influéncia do tensoativo e da incorporagdo de farmaco nas
propriedades reologicas das ME, foram preparados sistemas sem o oleato de so6dio (OS),
incorporando ou ndo a doxorrubicina (DOX). O comportamento reoldgico foi analisado por
ensaios de escoamento, oscilagdo e fluéncia-relaxacgdo, utilizando a mesma sistematica dos
estudos anteriores. A Figura 20 mostra a relagdo entre a tensdo de cisalhamento e a
velocidade de cisalhamento para as ME preparadas sem oleato de sddio sem (A) e com (B)
DOX. As curvas (Figura 20) mostram que as ME sem OS comportam-se como fluidos

plasticos com uma tensdo limite de escoamento, principalmente para as formulagdes acima
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de 3% de colesterol (CHO). A presenca de interacdes entre as goticulas coloidais ou
aglomerados ocasiona um aumento da viscosidade do sistema e dificulta o escoamento. A
tensdo limite representa a tensdo maxima que o sistema suporta sem quebra das interacdes
existentes e, portanto, quando excedida, o sistema escoa normalmente. A Figura 20 também
mostra que, com excecdo das ME com 3 % de CHO, todas apresentam propriedades
tixotropicas. Nota-se que o grau de tixotropia, estimado a partir da area de histerese entre as
curvas ascendentes e descendentes do reograma, aumenta com o aumento da concentracio de
colesterol e quando o OS ¢ retirado da formulacao.

O carater tixotropico e a presenga de uma tensao limite de escoamento pode, portanto,
ser atribuido a uma rede fracamente estruturada formada pela agregagdo das goticulas
coloidais que ddo origem as regides mais estruturadas. Isto ocorre devido ao aumento da
concentragdo de CHO no sistema e retirada do OS, fato que favorece a sua cristalizacao,
ocorrendo na forma de bicamadas lamelares, levando a uma estrutura com menor mobilidade
(STIDDER et al., 2005). A incorporagdo de farmaco as ME contribui ainda mais para
estruturacdo do sistema, entretanto ela pode ser facilmente destruida com o aumento da
tensdo ou da velocidade de cisalhamento, e facilmente recomposta quando essa velocidade

diminui.
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FIGURA 20. Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das ME estabilizada com
17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1) contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO, como fase oleosa e
80% de fase aquosa (A) e 2mg/mL de DOX (B), respectivamente.
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Por serem sistemas que se comportam como fluidos plasticos, as altas taxas de
cisalhamento aplicadas provocam além da desestruturacao, a diminui¢dao da viscosidade. No
caso das ME, isto deve-se ao alinhamento das goticulas coloidais na dire¢do do escoamento,
diminuindo a resisténcia interna e conseqiientemente a viscosidade. Este fendmeno pode ser
melhor ilustrado a partir da Figura 21. As Figuras 21 (A) e (B) mostram as curvas log-log de
viscosidade versus velocidade de cisalhamento para diversas ME preparadas com diferentes
quantidades de CHO sem e com DOX, respectivamente. Pode-se observar que realmente o
sistema “afina-se”, ou seja, sua viscosidade diminui. Além disto, h4 um aumento da
viscosidade conforme aumenta as propor¢des de CHO e quando o OS ¢ retirado do sistema
para ambas as formulagdes. Quando comparadas, as ME com firmaco incorporado
apresentaram valores de viscosidade superiores, confirmando que a adicdo de DOX na
preparacdo contribui ainda mais para a estruturagcdo do sistema, pois o farmaco interage com
as gotas de 6leo induzindo a cristalizagdo do colesterol. Isso também pode ser explicado pela
interacao da DOX na interface dos sistemas, a qual possui uma estrutura volumosa, podendo
perturbar a organizacdo da interface, promovendo espagamento entre as moléculas de
tensoativo, formando uma estrutura mais organizada (SON et al., 2003) ¢ levando ao aumento

da viscosidade.
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FIGURA 21. Curva log-log de viscosidade versus velocidade de cisalhamento para diversas

ME preparadas com diferentes quantidades de CHO sem (A) e com (B) 2mg/mL de DOX.

A viscosidade de fluidos nao-newtonianos (fluidos pseudoplésticos, plasticos entre
outros), ¢ denominada viscosidade aparente, pois neste caso, além da temperatura e pressao
(caracteristicas de fluidos newtonianos), ela ¢ dependente também da velocidade de
cisalhamento e do tempo (ATKINSON, 2005). As microemulsdes e mesofases liquido-
cristalinas podem ser grosseiramente caracterizadas verificando-se a viscosidade aparente. A
fase lamelar geralmente apresenta-se como um fluido viscoeléstico, a fase hexagonal tem a
viscosidade semelhante a de um gel, enquanto que a viscosidade da fase cubica ¢
extremamente elevada (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001).

Correa ¢ colaboradores (2005) mostraram que a viscosidade aparente de sistemas
microemulsionados ¢ dependente do volume de fase e da natureza da fase oleosa, visto que o
aumento do volume de fase interna oleosa provocou um aumento da viscosidade aparente e
que microemulsdes com estruturas bicontinuas apresentam valores de viscosidade mais altos.
A caracterizagdo fisico-quimica de sistemas microemulsionados, principalmente por estudos
de viscosidade aparente, pode auxiliar na interpretagdo dos experimentos de liberagdo “in

vitro” e “in vivo”. Uma vez que a viscosidade do sistema esta relacionada diretamente com a
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velocidade de liberagdo “in vitro” e com o processo de difusdo “in vivo”, facilitando ou
dificultando a fragdo de farmaco disponivel por unidade de tempo (CORREA et al., 2005).
Por apresentarem uma tensdo limite de escoamento, um modelo que pode descrever

estes sistemas ¢ o de Herschel-Bulkley que segue a equacao (HANKS, 1974):
=1+ K. (7)"

em que Ty ¢ a tensdo limite de escoamento. As Figuras 22 (A) e (B) mostram a variagdo de 1y,

7 e Kem fun¢do da % de CHO utilizado na preparacao das ME sem e com incorporagdo do
farmaco, respectivamente.

De uma maneira geral, pode-se observar (Figura 22) que a tensdo limite de
escoamento e o indice de consisténcia relacionada a viscosidade aumentam conforme aumenta
a concentracdo de CHO no sistema, estes parametros sdo mais acentuados quando a DOX ¢
adicionada ao sistema. Estes resultados confirmam que o aumento da fase oleosa, no caso o
CHO, provoca um aumento da viscosidade das ME, pois promove um maior empacotamento
das moléculas de fosfatidilcolina de soja (co-tensoativo) e induzem a formacdo de uma
estrutura mais organizada, mais rigida e com menor mobilidade (TIROSH et al., 1997).

Os valores de n menores que 1, confirmam que todas as ME seguem o comportamento
de um fluido pléstico. Além disto, o grau de “plasticidade” pode ser medido por n que diminui
conforme aumenta a plasticidade, indicando que apesar da existéncia de interagdes que
causam a estruturacdo dos sistema, estas podem ser facilmente quebradas, o que leva as
goticulas coloidais individualizadas ou aglomerados a se orientarem na direcdo do

escoamento.
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FIGURA 22. Variacdo da tensdo limite de escoamento (ty), do indice de consisténcia (K) e
do comportamento de fluxo (n) em fun¢do da % de CHO utilizado na preparacdo das ME sem

e com incorporacdo do farmaco, respectivamente.

Melhores informagdes sobre a estrutura com perturbagdo minima do sistema podem
ser obtidas utilizando a analise reologica a partir da aplicacdo de solicitacao oscilatéria. A
evolugdo dos moédulos de armazenagem G’e de perda G” das ME sem DOX sdo mostrados na
Figura 23.

A Figura 23 mostra que, exceto para as ME preparadas com 3% CHO, todas
apresentaram G’, indicando que estas formulagdes (de 6% a 15% de CHO) possuem uma
componente elastica que ¢ atribuida a preseng¢a de uma rede estrutural interconectada. Estes
resultados confirmam os ensaios de escoamento, aonde as ME com quantidade acima de 3%
de CHO apresentaram propriedades tixotropicas. Entretanto, G < G”’ a freqiiéncias (f)
inferiores a aproximadamente 3 Hz, acima disto G* > G”’. Isto indica que estas formulacdes
para f <3 Hz se comportam como um liquido viscoso.

Para f > 3Hz, as ME apresentam um carater eldstico mais pronunciado, indicando que
o sistema se comporta como um soélido eldstico. Provavelmente, freqiiéncias maiores
favorecem as interacdes entre as goticulas coloidais e consolidam a formag¢ao de uma rede
estrutural interconectada. Esse comportamento do fluido restringe a aplicacdo parenteral

dessas ME, além de dificultar a sua preparagdo.
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FIGURA 23. Evolugdo dos modulos de estocagem G’e de perda G” da ME, em fung¢do das
quantidades de 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO.

A adi¢do de DOX promove ainda mais a estruturacdo do sistema, como discutido

anteriormente. A Figura 24 mostra a evolugdo de G’ ¢ G” em fun¢ao da quantidade de CHO

com DOX e confirma estes resultados. Semelhante as ME sem o farmaco, formula¢des com

3% de CHO nao apresentam valores de G’, indicando que ndo possuem uma componente

elastica definida. Este resultado revela o carater mais fluido desta formulacao entre todas as

ME estudadas. Com o aumento de CHO, G’ est4 presente e para as ME com 6 e 12 % de
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CHO, G’ ¢ menor que G’ para baixas freqiiéncias, j& as ME com 10 e 15% de CHO
apresentam, nesta regido de freqliéncia, valores de G’ e G” praticamente iguais. Estes
resultados revelam que os sistemas em algumas propor¢des de CHO (de 6 e 12% de CHO)
comportam-se como liquidos viscosos, enquanto que aqueles com proporgdes de 10 e 15%
tendem a comportar-se como solidos eldsticos. Quando a freqiiéncia aumenta todas as ME

apresentam G’ >G”’.
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FIGURA 24. Evolugdo dos modulos de estocagem G’e de perda G” da ME, em func¢do das
quantidades de 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO para ME preparadas com DOX.

Pelos estudos anteriores a viscosidade e a elasticidade do sistema aumentavam com a
quantidade de CHO, portanto, era esperado que os valores de G’ para as ME com DOX
aumentasse ainda mais em fun¢do da quantidade de CHO na preparacdo. Além disto, para as
ME com 10 e 15% de CHO fica dificil quantificar a baixas freqiiéncias os valores de G’ e G”
e determinar o comportamento reoldgico destas formulagdes. Com isso, a analise de tan o
pode ser uma ferramenta simples e direta que possibilita quantificar a viscoelasticidade do

sistema, ou seja, o quanto esse sistema microemulsionado ¢ um soélido elastico ou um liquido
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viscoso. O tan 9, também conhecido como angulo de defasagem, ¢ a razdo entre G’ e G’.
Quando tan & ¢ maior que 1, indica que G’> G’ e o material tem um comportamento
semelhante a um liquido viscoso e quando tan 6 < 1, G”> < G’ e 0o comportamento ¢ de um
solido elastico (XU e KORLLING, 2005). A Figura 25 apresenta a varia¢do de tan d em
funcdo da freqiiéncia para varias propor¢des de CHO. Nota-se que a ME com 6% de CHO ¢
essencialmente um liquido viscoso, pois tan 6 >> 1; para as outras propor¢des um
comportamento atipico ocorre, por exemplo, a ME com 10% possui uma componente elastica
muito mais acentuada do que 15% (a principio a mais viscoelastica), pois em quase todo o
intervalo de freqliéncia estudado apresenta tan 6 < 1, o que indica o comportamento de um
solido elastico. Este fendmeno pode ser devido a formagdo de pequenos cristais de CHO
distribuidos localmente em regides especificas da amostra que podem mascarar a medida e a

ME pode ser erroneamente considerada como mais ou menos viscoelastica.
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FIGURA 25. Variagdo da tan 8 em fungdo da freqiiéncia para ME com DOX com varias
proporgdes de CHO.

A evolugao das curvas de fluéncia-relaxagao das ME sem DOX sao apresentados na
Figura 26. A compliancia, definida como a razdo entre a deformagdo e a tensdo aplicada, ¢
estudada em func¢do do tempo (KORHONEN, 2004). As curvas apresentadas na Figura 26,
confirmam ainda mais o carater viscoelastico das ME com DOX observados nos ensaios

oscilatérios. Nota-se com exce¢do da formulacdo com 3% de CHO, que como visto
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anteriormente, ndo apresentou uma componente elastica, as outras formulagdes apresentaram
o comportamento de sistemas liquidos viscosos com uma componente eldstica acentuada,
indicando que existem regides com particulas interconectadas por interagdes que permite a
recuperacdo da deformagdo apds o alivio da tensdo e ¢ ainda mais favorecida quando a DOX ¢
incorporada ao sistema formando estruturas com menor mobilidade.

Em termos de compliancia, quanto menor o seu valor, maior ¢ a componente elastica
do sistema (KORHONEN, 2004). As Figuras 26 e 27 mostram a diminui¢do da compliincia
com o aumento da propor¢do de CHO, confirmando o que era esperado para este sistema, ou
seja, aumento das interagdes elasticas entre as goticulas coloidas ou agregados favorecidas
pela adicao de CHO e DOX. Este comportamento pode ocorrer devido a formagao de CHO na
forma lamelar ou a formagdes de pequenos cristais de CHO (LOOMIS et al., 1979; EPAND
et al., 2000 e 2001), onde uma rede solida tridimensional pode ser formada imobilizando a

DOX na interface e o sistema adquire caracteristica de um solido elastico.
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FIGURA 26. Evolucdo temporal dos diagramas de fluéncia-relaxacdo da ME estabilizada
com 17, 14, 10, 8 ¢ 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO, como fase

oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.

A partir dos estudos do comportamento redlogico ¢ possivel sugerir a evolucao
estrutural das ME. Inicialmente as goticulas estdo monodispersas, com adi¢do do CHO, ha
uma aproximacdo destas goticulas tendendo a interligar-se fisicamente. O sistema adquire

propriedades viscoelasticas principalmente quando a concentragdo de CHO aumenta (Figura
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26) e a DOX ¢ incorporada ao sistema (Figura 27), indicando que os agregados de goticulas
coloidais crescem e comegam a interagir, levando a formacao de CHO na forma lamelar ou a
formagdes de pequenos cristais de CHO causando a turbidez do sistema.

A componente eldstica do sistema aparece a medida que aumenta a concentragdo de
CHO (7,5% - Figura 26) e quando a DOX (Figura 27) ¢ incorporada no sistema indicando que
o numero de interagdes elasticas aumentam, porém a sua quantidade nao ¢ o suficiente para
caracterizar o sistema como solido com caracteristicas predominantemente elasticas. Assim,
pode-se sugerir que quando a DOX ¢ adicionada ao sistema, esta favorece ainda mais a
formagdo de agregados ou de pequenos cristais de CHO (LOOMIS et al., 1979; EPAND et
al., 2000; 2001).
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FIGURA 27. Evolugdo temporal dos diagramas de fluéncia-relaxacdo da ME estabilizada
com 17, 14, 10, 8 ¢ 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO, como fase

oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX, respectivamente.

A mistura de tensoativos com agua, em determinadas propor¢des, na auséncia ou na
presenca de substincias lipofilicas podem formar diferentes tipos de agregados, entre os quais
agregados polimorfos representados pelas ME, que estdo intimamente ligados com a
propor¢ao e a natureza dos componentes da mistura (FORMARIZ et al., 2006). Dessa
maneira, de acordo com os dados de reologia, viscosidade aparente, complidncia e ensaios

oscilatorios a propriedade desses sistemas influenciaram diretamente na incorporagdo da
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DOX, podendo influenciar fortemente na liberagdo “in Viv0” assim como na sua

biodisponibilidade.

5.1.2 Microscopia de luz polarizada

As Figuras 28 a 31 mostram as fotomicrografias das amostras que diferem entre si pela

proporc¢ao de tensoativos e de fase interna oleosa utilizada para obter as ME. A composi¢ao

de cada ME esta descrita na metodologia (Tabelas 2 e 3). Esses sistemas apresentam um

aumento da quantidade de colesterol de 1,5; 3; 5; 6 e 7,5%, respectivamente.

FIGURA 28. Fotomicrografia representativa da ME
estabilizada com 18,5 e 17% de EU/FS/OS (35:35:30
p/p), contendo 1,5 e 3% de CHO como fase oleosa e
80% de fase

aquosa. FormulacBes: A;, A,

respectivamente. Aumento 20x.

FIGURA 29. Fotomicrografia representativa da ME
estabilizada com 18,5 e 17% de EU/FS/OS (35:35:30
p/p), contendo 1,5 e 3% de CHO como fase oleosa,
80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox. Formulacgdes:

Ay, Ay, respectivamente. Aumento 20x.
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FIGURA 30. Fotomicrografia representativa da ME  FIGURA 31. Fotomicrografia representativa da ME
estabilizada com 15, 14 e 12,5% de EU/FS/OS  estabilizada com 15, 14 e 12,5% de EU/FS/OS
(35:35:30 p/p), contendo 5, 6 ¢ 7,5 % de CHO como  (35:35:30 p/p), contendo 5 , 6 ¢ 7,5% de CHO como
fase oleosa e 80% de fase aquosa. Formulagdes: A;, A,  fase oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox.
e As, respectivamente. Aumento 20x. FormulacBes: As;, A; e As, respectivamente.

Aumento 20x.

Nota-se para as amostras (Figuras 28 e 29) que apresentam cerca de 1,5 e 3% de fase
interna oleosa (colesterol) um comportamento isotropico (campo escuro), ou seja, sob o plano
de luz polarizada, ndo desviam luz sugerindo a formacdo de sistema microemulsionado uma
vez que a viscosidade aparente da fase cubica ¢ extremamente elevada (GABBOUN et al.,
2001; HYDE, 2001) e os resultados de viscosidade aparente dessas amostras ¢ baixa
conforme mostra as Figuras 14 (B) e 15 (B) (Formulagdes: A, Ay). As fotomicrografias
sugerem que nessas concentragdes de colesterol (1,5 e 3%) a incorporagdo do fairmaco nao
interfere na estruturacao das fases (Figura 29).

Por outro lado, a medida que a concentragdo de colesterol aumenta (5, 6, ¢ 7,5%)
observa-se que ha um desvio sob o plano de luz polarizada, resultando no aparecimento de
“cruzes de malta”, caracteristicas de estrutura de fase lamelar (Figura 30), indicando que a
variagdo na porcentagem e composi¢do do tensoativo e no volume de fase interna oleosa
interferem no grau de estruturacdo dos sistemas, tornando-os mais ordenados. Entretanto,
quando a DOX ¢ incorporada ao sistema (Figura 31) a estruturagcdo ¢ ainda mais favorecida,
levando a formacdo de estruturas com menor mobilidade. Esse fato também pode ser
comprovado pelos graficos de viscosidade (Figura 14 (B)) que mostram um aumento da
viscosidade com o aumento da concentragdo de colesterol. Com a incorporagdo de DOX no
sistema a viscosidade aumenta (Figura 15 (B)) ainda mais e esse fato deve estar associado a
formacgao da fase lamelar do colesterol, que segundo a literatura apresenta-se como um fluido

viscoelastico (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001).

Thalita Pedroni Formariz



Resultados e Discussao 79

A andlise da fotomicrografia da microemulsao sem oleato de s6dio contendo colesterol
na concentragdo de 3% (Figura 32) e da mesma microemulsdo contendo DOX (Figura 33)
apresenta um comportamento isotropico e sugere que nessa concentracao de colesterol (3%) a
incorporacdo do farmaco ndo interfere na estruturacdo das fases do sistema (Figura 33)
sugerindo também a formacdo de sistema microemulsionado uma vez que os resultados de

viscosidade dessas amostras ¢ baixa conforme mostra Figura 21 (A) e (B) (Formulagao: B;).

FIGURA 32. Fotomicrografia da ME estabilizada com  FIGURA 33. Fotomicrografia da ME estabilizada
17% de EU/FS (1:1), contendo 3 % de CHO, como fase  com 17% de EU/FS (1:1), contendo 3 % de CHO
oleosa e 80% de fase aquosa. Formulagdo: B;.  como fase oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de

Aumento 20x. Dox. Formulagéo: B;. Aumento 20x.

As fotomicrografias apresentadas nas Figuras 34 a 37 revelam que tanto para as
microemulsdes sem oleato contendo colesterol nas seguintes concentracdes 6, 10, 12 ¢ 15%
(Figuras 34 e 36) quanto para essas mesmas microemulsdes contendo DOX (Figuras 35 e 37)
0s sistemas apresentam comportamento anisotrdpico, ou seja, desviam a luz polarizada,
resultando no aparecimento de “cruzes de malta”, caracteristico de estrutura de fase lamelar
(Figuras 34 e 35) e de cristais, caracteristico de estrutura de uma fase cristalina (Figura 36 e
37).

Assim, 2 medida que aumenta a concentracdo de colesterol e/ou o farmaco ¢
incorporado ao sistema tanto o CHO como a DOX favorecem ainda mais a formacdo de
cristais. A fotomicrografia do colesterol utilizado no preparo das amostras (Figura 38) revela
a possibilidade da ocorréncia da cristalizacdo do colesterol, entretanto a natureza da fase
cristalina s6 pode ser determinada com precisdo por medidas de difracdo de raios-X.
Entretanto, sabe-se da literatura que quando a concentragdo de CHO aumenta no sistema, a

sua cristalizagdo ¢ favorecida e ocorre na forma de bicamadas lamelares, levando a uma
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estrutura com menor mobilidade e a um aumento no grau de empacotamento das goticulas

(STIDDER et al., 2005).

FIGURA 34. Fotomicrografia da ME estabilizada com
14% de EU/FS (1:1), contendo 6 % de CHO, como fase
oleosa e¢ 80% de fase aquosa. Formulacdo: B,.

Aumento 20x.

FIGURA 35. Fotomicrografia da ME estabilizada
com 14% de EU/FS (1:1), contendo 6 % de CHO
como fase oleosa, 80% de fase aquosa e 2mg/mL de

Dox. Formulagdo: B,. Aumento 20x.

FIGURA 36. Fotomicrografia representativa da ME
estabilizada com 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo
10, 12 e 15 % de CHO, como fase oleosa e 80% de fase
aquosa. Formulagdes: Bs, B; e Bs, respectivamente.

Aumento 20x.

FIGURA 37. Fotomicrografia representativa da ME
estabilizada com 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1),
contendo 10, 12 e 15 % de CHO como fase oleosa,
80% de fase aquosa ¢ 2mg/mL de Dox.
FormulacBes: B;, B, e Bs, respectivamente.

Aumento 20x.
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FIGURA 38. Fotomicrografia da solucdo aquosa de
colesterol ([CHO]= 0,2 mg/mL). Controle positivo.

Aumento 20x.

Nesse contexto, a formagao de cristais de colesterol ou colesterol com fase lamelar,
além de afetar a liberacao do farmaco, pode alterar a dire¢cao do seu movimento, assim como
aumentar sua solubilidade, em fun¢do das regides de diferentes polaridades existentes nesses

sistemas (FARKAS et al., 2001).

5.1.3 Espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS)

As Figuras 39-40 e 42-43 mostram as curvas das intensidades de espalhamento 1(Q)
em fungdo do vetor de espalhamento (Q) das formulagdes selecionadas e apresentadas na
Tabelas 5 a 8. Nota-se pela curva de SAXS da amostra com menor concentragao de colesterol
a presenca de um pico localizado a q=0,073. A medida que a concentragdo de colesterol
aumenta e de oleato de sédio diminui ha um deslocamento da posicdo maxima do pico de
g=0,073 para g=0,0892 A™'. Esse deslocamento indica uma mudanca na distdncia entre os
objetos espalhadores, que ¢ dada por d=27t/Qmax, onde Qmax ¢ a posi¢ao do maximo do pico.
Quando a concentragdo de colesterol passa de 5 para 15% ocorre uma diminui¢ao na distancia
de 86 para 70A. Um alargamento dos picos também é observado com o aumento de colesterol
e esse comportamento sugere a desestruturacdo das goticulas das microemulsdes ou de seus
agregados para formar uma nova estrutura. A formagao de agregados com um maior grau de
organizagdo ou de cristais ¢ favorecida quando ocorre o aumento da concentracdo de
colesterol associada a incorporagao de DOX no sistema conforme pode-se observar na Figura
40 em que ha formagao de picos caracteristico de sistemas mais ordenados a valores de q

entre 0,0675 a 0,092 A
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FIGURA 39. Evolug¢do estrutural das ME estabilizada
com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30
p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO como fase

oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.
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FIGURA 40. Evolucdo estrutural das ME estabilizada
com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30

p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO como fase

oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox,

respectivamente.

A literatura descreve varios modelos especificos para reproduzir as curvas
experimentais de SAXS, os quais levam em conta o fator estrutural como, por exemplo, a
presenga de micelas esféricas altamente homogéneas (GLATTER, 1982). Nesses sistemas, a
correlagdo entre as micelas ¢ caracterizada pela presenca de um pico largo e pouco intenso.
No caso de micelas ndo homogéneas esse modelo tedrico ndo descreve as curvas
experimentais. Para as amostras aqui analisadas, a intensidade espalhada relativamente
elevada das amostras ndo permite o ajuste de modelos especificos de sistemas micelares
homogéneos. Beaucage e colaboradores (1995) desenvolveram uma equagdo geral que ¢
capaz de descrever funcgdes de espalhamento multiplas separadas por diferentes regimes de
leis de poténcia.

Assim, para determinar os pardmetros estruturais como raio de giro (Rg) e distancia
média entre as goticulas (d), as curvas de SAXS foram ajustadas utilizando a equagao

proposta por Beaucage (BEAUCAGE et al., 1995).

*S (@) 1)

2 2
I(q)=Gexp(_q 3Rg j+ B
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sendo G a intensidade para q tendendo a zero relacionada a Lei de Guinier, B ¢ a constante de
Porod, uma constante especifica ao tipo de lei de poténcia descrita por Porod € o expoente P,
conhecido como expoente de Porod ¢ associado a morfologia da superficie das particulas (por
exemplo, no caso de particulas de superficie lisa P = 4) ¢ S(q) ¢ o fator de estrutura. No caso
de sistemas em que existe correlagdo entre goticulas esféricas, o fator de estrutura pode ser

descrito pela seguinte equagao:

1
5(a)= o)
L+ k3 sen(qd ) — qd cos(qd)

(qd)’

em que d ¢ distancia média de correlagdo entre os objetos espalhadores ¢ K = é um fator de
compactagdo, relacionado ao grau de empacotamento das goticulas que assume valores entre
0 e 5,92. Sistemas de esferas altamente compactas apresentam K proximos de 5,92. Assim,
quanto maior o valor de Kk, maior o grau de empacotamento das goticulas, ou seja, mais
proximas estdo as goticulas.

A Figura 41 mostra o ajuste desse modelo feito pelo método dos minimos quadrados a
uma amostra representativa, onde a linha continua representa o modelo tedrico. Observa-se
uma boa concordancia entre o modelo tedrico proposto por Beaucage e colaboradores (1995)

e as curvas experimentais das ME contendo oleato de sédio e das ME contendo oleato e DOX.
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Figura 41 — Curva da intensidade de espalhamento 1(q) em fungdo do vetor de espalhamento
() para uma amostra representativa da regido de microemulsdo contendo oleato de sodio. A

linha continua representa o ajuste do modelo de Beaucage, o qual prevé a correlagdo entre as

goticulas.

A partir do ajuste tedrico observa-se a presenca de um nivel estrutural em valores de q
<0,15A™" deve-se a presenca de agregados de goticulas primarias dispersas na fase liquida
como mostra a Figura 39. Os parametros estruturais determinados para as amostras contendo

oleato de sodio, com diferentes concentracdes de colesterol e com DOX estdo apresentados

nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.
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Tabela 5 — Valores dos parametros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as
formulagdes preparadas com concentracao fixa de fase aquosa e aumento da concentragdo de

CHO como fase oleosa.

Formulagdes [CHO] % Ry (A K D(A) P Tipo de fase
Sem DOX
AL L5 38,0243 16948 83,2697  1,9962 Microemulsio
A, 3 38,0927 0,8678 89,8298 1,9577 Microemulsdo
Az 5 35,4546  0,9613 88,1485 1,9095 Microemulsdo
As 6 34,8435 00,3781 89,7898 1,8276 Microemulsido
As 7,5 32,7459  0,6745  130,2263  1,8365 Microemulsdo

R, = raio de giro das goticulas; k = fator de compacidade; d= distancia entre as goticulas; P = inclinagdo de

Porod.

Tabela 6 — Valores dos parametros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as
formulagdes preparadas com concentracdo fixa de fase aquosa e aumento da concentragdo

CHO, como fase oleosa contendo 2mg/mL de Doxorrubicina.

Formulagbes [CHO] % Ry (A K d(A) a(A) P Tipo de
Com DOX fase
Ay 1,5 41,0522 1,36844 79,2388  --—-—--- 1,6605 ME
A, 3 35,3108 11,0232 83,8886  ------- 1,97753 ME
As 5 31,4978  1,9208 86,8173 194,2721 2,3677 ME +
CHO
Lamelar
Ay 6 32,5604  0,1215 82,5993 183,8138 2,3861 ME +
CHO
Lamelar
As 7,5 28,7729  0,8930 84,0677 137,7148 2,5182 ME +
CHO
Lamelar

R, = raio de giro das goticulas; k = fator de compacidade; d= distancia entre as goticulas; a= parametro de rede;

P = inclinacdo de Porod.
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Nota-se de maneira geral que para os sistemas contendo oleato de sédio em que a
concentragdo de colesterol ¢ de 1,5 a 7,5% (Tabela 5) o raio de giro das goticulas primarias
(Rg) manteve-se praticamente constante, o fator de empacotamento (K) diminuiu e a distancias
média entre as goticulas (d) aumenta com o aumento da concentracdo de colesterol. Esses
resultados sugerem que a adi¢do de colesterol nessas concentragdes promove a desagregacao
ou a formagdo de estruturas menos compactadas, aumentando a distancia média entre as
goticulas primarias levando a uma separagdo entre elas e diminuindo o fator de
empacotamento.

Por outro lado, quando a DOX ¢ incorporada (Tabela 6), de forma geral, o raio de giro
das goticulas primarias (Rg) e o fator de empacotamento (K) diminuiram, porém a distancia
média entre as goticulas (d) mantém-se praticamente constante com o aumento da
concentragdo de colesterol associada @ DOX mostrando que a incorporagdo do farmaco
favorece ainda mais a desagregacdo ou a formacdo de estruturas menos compactadas,
diminuindo o grau de empacotamento como mostra a formulacdo A4 (Tabela 6). O fato do
colesterol cristalizar leva a um novo aumento do grau de empacotamento (As, Tabela 6), uma
vez que o colesterol promove um maior empacotamento das moléculas do fosfolipidio
(Fosfatidilcolina de soja) e induz a formagdo de uma estrutura mais organizada e com menor
mobilidade (TIROSH et al., 1997). Esse fato também pode ser comprovado pela
fotomicrografia conforme mostra a Figura 31 e pela difracdo de Raio-x (item 5.1.4, Figura
47).

Estruturas cristalinas ou liquidas cristalinas sdo caracterizadas em uma curva de SAXS
pelo aparecimento de picos finos e bem definidos. Se um suficiente numero desses picos €
observado, a relacdo entre as distancias relativas a esses picos (d= 27/qmax, qmax = valor de q
relativo ao maximo do pico) inequivocamente revela a periodicidade da estrutura. Quando
essa condi¢do nao ¢ observada, por exemplo, quando apenas um ou dois picos estdo presentes,
ndo ¢ possivel determinar com precisdo o arranjo das mesofases (cubicas, lamelares e
hexagonais) (URBAN, 2004) sendo necessario associar outras técnicas tais como
fotomicrografia de luz polarizada, difragdo de raio X, entre outras.

A fase lamelar é caracterizada por uma seqiiéncia eqiiidistante de reflexdes Qn =
2nn/L, no qual n = 1,2,3..... e L é o periodo lamelar. As posigdes de reflexdo seguem uma
seqiiéncia n'? (URBAN, 2004). Esta fase lamelar (designada L,) ¢ formada por camadas
paralelas e planares de bicamadas de tensoativo separadas por camadas de solvente, formando

uma rede unidimensional (EZRAHI et al., 1999).
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Assim, as curvas de SAXS mostram a presenca de dois picos nas seguintes
formulacdes Az, Ase As com oleato de sddio contendo doxorrubicina (Figura 40), B3, B4 € Bs
sem oleato de sodio contendo apenas colesterol (Figura 42) e sem oleato de sédio contendo
colesterol e doxorrubicina (Figura 43). Este comportamento sugere uma evolugdo estrutural
com o aumento da quantidade de fase oleosa (colesterol) visto que conforme a propor¢ao de
colesterol aumenta associada a DOX, um segundo pico comega a ser observado conforme
mostra Figura 43. Entretanto, os resultados das curvas de SAXS das Figuras 42 e 43 mostram
que a formacdo desse segundo pico ¢ favorecida principalmente na auséncia de oleato de
sodio (Figura 42) e com a incorporagdo da DOX no sistema (Figura 43). As curvas de SAXS
associadas as fotomicrografias (Figuras 34 a 37) revelam no caso das amostras sem oleato de
sodio que esses dois picos correspondem a uma distdncia dyk (distdncia entre os planos de
indice de Miller hkl), em que h e k sdo os indices de Miller 1 0 e 1 1 para os picos 1 e 2,
respectivamente sugerindo uma estrutura lamelar bidimensional. O valor da razdo entre as
distancias relativas ao primeiro ¢ ao segundo picos calculado € cerca de 2, caracteristico de

periodicidade lamelar (Figuras 40, 42 e 43).
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FIGURA 42. Evolu¢do estrutural das ME estabilizada ~ FIGURA 43. Evolucdo estrutural das ME estabilizada
com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, com 17, 14, 10, 8 ¢ 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6,
10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase 10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase

aquosa, respectivamente. aquosa e 2mg/mL de Dox, respectivamente.

Dessa maneira, pode-se calcular para todas as formulagdes de fase lamelar o pardmetro

de rede (a) através da equagdo (URBAN, 2004):

2m
a_

q max

(3)
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sendo a o parametro de rede, n = 1,2,3..... € Qmax sdo os valores de q que correspondem a
posi¢ao dos diferentes picos de difragao.

O parametro de rede (a) ¢ a distancia entre as lamelas, dessa forma pode-se observar
para as formulagdes Bj, B4 e Bs sem oleato de s6dio contendo apenas colesterol (Tabela 7) e
sem oleato de sodio contendo colesterol e doxorrubicina (Tabela 8) que o a mantém-se
constante, fato esperado ja que nao existe um sistema lamelar liquido-cristalino em que uma
fase aquosa ou oleosa estaria no interior das lamelas. No caso das amostras sem oleato de
sodio, o arranjo lamelar ¢ sempre formado pelo colesterol na fase lamelar e a manutengao
constante significa que nenhuma substincia encontra-se intercalada entre as lamelas de
colesterol. Esse fato pode ser confirmado pela difracdao de raios-X apresentada pelas Figuras
45 e 46, discutidas de forma mais detalhada no item a seguir que mostram a cristalizacdo do
colesterol a medida que sua concentragdo aumenta além dessa cristalizacdo ser ainda mais
favorecida a medida que a DOX ¢ adicionada ao sistema (Figura 46).

Para as formulagdes Asz, A4, As contendo oleato de sddio (Tabela 6) o parametro de
rede diminui significativamente com o aumento da concentracdo de colesterol associada a
incorporagdao de DOX no sistema. Esta diminui¢do ocorre devido a uma estruturagdo mais
intensa das paredes do objeto primario da fase lamelar (colesterol), mostrando que o tipo de
arranjo formado ¢ diretamente depende da composicao dos sistemas, tal como a presenca do
colesterol e da doxorrubicina e a razdo entre os componentes (fase oleosa e tensoativos).

As curvas de SAXS das microemulsdes sem oleato de sddio contendo somente
colesterol (Figura 42) e CHO associado a DOX (Figura 43) também mostram a existéncia de
uma hierarquia estrutural consistindo de dois niveis. O primeiro nivel estrutural (valores de q
< 0,15 A™) que se deve a presenca de agregados de goticulas primérias disperso na fase
liquida. O segundo nivel estrutural (valores de q > 0,15 A™") constituido por um arranjo de
estrutura lamelar bidimensional correspondente a cristalizagao do colesterol, confirmada pelos
dados de difracdo de raios X apresentados nas Figuras 45 e 46. Como prevé a literatura
(STIDDER et al., 2005), a cristalizagdo do colesterol ¢ ainda mais favorecida na auséncia do

oleato de sddio (Figura 42) e quando a DOX ¢ incorporada ao sistema (Figura 43).
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Figura 44 — Curva da intensidade de espalhamento 1(q) em fungdo do vetor de espalhamento
(q) para uma amostra representativa da regiao de microemulsdo sem oleato de sodio. A linha
continua representa o ajuste do modelo de Beaucage, o qual prevé a correlagdo entre as

goticulas.

O ajuste do modelo tedrico de Beaucage e colaboradores (1995) (representado pela
linha continua) na Figura 44 revela que o modelo também propicia uma boa descri¢do das
curvas experimentais para curvas das ME sem oleato de sddio contendo colesterol e das ME
a qual a DOX foi incorporada. Por esse ajuste os pardmetros estruturais foram calculados
(Tabelas 7 e 8), revelando que as interagdes existem e o grau de compactagdo varia com a
porcentagem de fase oleosa, no caso o colesterol e com a incorporacdo de DOX no sistema
assim como foi demonstrado nos sistemas contendo oleato de sddio e com DOX conforme
mostra Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Os parametros estruturais determinados para as amostras sem oleato de sodio, com
diferentes concentragdes de colesterol e com DOX estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8§,

respectivamente.
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Tabela 7 — Valores dos parametros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as
formulagdes preparadas com concentragdao fixa de fase aquosa e aumento da concentragao

CHO como fase oleosa.

Formulacdo [CHO] % Rg(/f) K d(A) a(4) P Tipo de
Sem DOX fase
B 3 38,3048 1,5564 88,8429 - 1,6002 ME
B> 6 36,7643  1,0018 88,4488  -----—-- 1,0484 ME
Bs 10 33,5379 0,3243 87,6692 35,8676 0,6628 ME +
CHO
Lamelar
Ba 12 37,0579 0,8225 86,5841 35,8676 11,3870 ME +
CHO
Lamelar
Bs 15 38,4351 1,6477 100,7103 35,8676 1,4070 ME +
CHO
Lamelar

R, = raio de giro das goticulas; k = fator de compacidade; d= distancia entre as goticulas; a = pardmetro de rede;

P = inclinacdo de Porod.
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Tabela 8 — Valores dos parametros estruturais obtidos a partir das curvas de SAXS para as
formulagdes preparadas com concentragdao fixa de fase aquosa e aumento da concentracao

CHO como fase oleosa contendo 2mg/mL de Doxorrubicina.

Formulagdes [CHO] % Ry ( A) K d(A) a(A) P Tipo de
Com DOX fase
B 3 39,9056 09541 94,7270 -------- 1,7344 ME
B> 6 43,0616 1,1318 98,5664  -------- 1,3598 ME
Bs 10 39,3405 0,8524 97,8632 35,8405 1,3814 ME +
CHO
Lamelar
By 12 38,4361 2,5557 79,5053 35,8676 1,2208 ME +
CHO
Lamelar
Bs 15 41,9125 0,2505 91,0423 35,8676 1,09376 ME +
CHO
Lamelar

R, = raio de giro das goticulas; k = fator de compacidade; d= distancia entre as goticulas; a = pardmetro de rede;

P = inclinacdo de Porod.

As Tabelas 7 e 8 mostram de maneira geral que tanto para os sistemas sem oleato de
sodio contendo somente o colesterol (Tabela 7) quanto para esses mesmos sistemas contendo
doxorrubicina (Tabela 8) o raio de giro das goticulas primarias (Ry) manteve-se praticamente
constante. Ja o fator de empacotamento (K) e a distancia média entre as goticulas (d) diminuiu
com o aumento da concentragdo de colesterol mostrando que a incorporagdo do colesterol e
do farmaco favorece ainda mais a desestruturacdo do sistema, diminuindo o grau de
empacotamento como mostra a formulagdo B; (Tabela 7 e 8). Na realidade, a cristalizagdo do
colesterol leva a formag¢ao de uma mistura de fases o que pode causar uma descontinuidade
nos dados estruturais. Por outro lado, para formulacao de Bs (Tabela 8) que apresenta uma
quantidade maxima de colesterol, cerca de 15%, e DOX incorporada ao sistema ocorre uma
diminui¢do do fator de empacotamento (K) quando o farmaco ¢é incorporado no sistema
sugerindo que a adicdo de DOX ao sistema nessa concentragao de colesterol promove a
desestruturacdo do sistema, aumentando a distdncia média entre as goticulas primarias

levando a uma separagdo entre as goticulas e diminuindo o fator de empacotamento
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novamente. As medidas de SAXS associadas a técnicas como a microscopia de luz polarizada
permitiram estudar as fases formadas pelas diferentes proporgdes de tensoativo e fase oleosa.
Como dito anteriormente, a mistura de 6leo, 4gua e tensoativo ¢ capaz de formar uma grande
variedade de estruturas, como estruturas nao cristalinas (microemulsdes isotropicas e
emulsdes) e cristalinas (fases lamelares, ctibicas e hexagonais). Nas primeiras, ndo hd ordem
orientacional nas interfaces, enquanto que nas segundas essa ordem ¢ uma condi¢do para sua
formagdo (HYDE, 2001; KREILGAARD, 2002).

Os resultados das medidas de SAXS foram coerentes com os da microscopia de luz
polarizada e difracdo de raio -X, indicando fases microemulsionadas, lamelares e cristalinas.
Estes resultados permitem concluir que a estruturagdo do sistema ¢ dependente da relagao
tensoativo/fase oleosa, sendo favorecida a medida que aumenta a concentragdo de CHO e
quando a DOX ¢ incorporada ao sistema.

Microemulsdes e sistemas com estruturas cristalinas podem modificar profundamente
a velocidade de liberacdo de farmacos, oferecendo beneficios que incluem o aumento da
solubilidade e absor¢do e controle da biodisponibilidade de farmacos. Como sistema
reservatdrio podem alterar os parametros farmacocinéticos, diminuindo a toxicidade e

aumentando a eficacia clinica de farmacos (FORMARIZ et al., 2005).
5.1.4 Difragéo de raio-X

A técnica de difracdo de raio X pode ser empregada para o estudo de sistemas que
apresentam objetos com estrutura ordenada, em que os conjuntos paralelos formando um
plano de reflexdo tornam possivel calcular a distancia entre eles e determinar seu arranjo
estrutural que sdo lamelares quando apresentarem picos correspondentes aos planos djgg € Az
(MERTA etal., 2001).

Esta técnica permite estudar amostras contendo seus planos de reflexdo com valor
minimo do angulo 6 de 0,5, o que limita a medida da distancia entre os planos para valores
maximos inferiores a S0A. No caso de sistemas contendo distdncias maiores, a técnica de
SAXS ¢ ideal (CHEN et al., 1995).

Assim, a difracdo de raios X pela matéria foi utilizada tanto para caracterizar se o
sistema era amorfo ou cristalino, além do grau de cristalinidade das amostras tendo como
principal finalidade identificar a evolugdo estrutural das fases cristalinas formadas apods a

incorporacdo de colesterol e de DOX no sistema.
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As microemulsdes sem oleato de sddio contendo colesterol (Figura 45) mostram a
evolugdo estrutural da fase cristalina dos difratogramas em funcdo do aumento da
concentragdo de colesterol no sistema. Nota-se que a estabilidade da propor¢ao de uma fase
amorfa do ponto de vista da difracdo de raios-X ndo permanece estdvel a medida em que
aumenta a quantidade de colesterol no sistema. Essa cristalizacdo se deve ao colesterol, pois
observa-se que a medida que sua concentragdo aumenta o mesmo cristaliza promovendo uma
reorganizacdo do sistema formando colesterol na fase lamelar ou cristais de colesterol
sugerindo uma possivel interacdo hidrofobica desse componente com o sistema. Esse fato

pode ser confirmado pelas curvas de SAXS (Figura 42) e pela fotomicrografia de luz

polarizada (Figura 34).
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FIGURA 45. Evolugdo dos difratogramas das ME
estabilizada com 14, 10, 8 ¢ 5% de EU/FS (1:1),
contendo 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa e

80% de fase aquosa, respectivamente.

FIGURA 46. Evolugdo dos difratogramas das ME
estabilizada com 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1),
contendo 6, 10, 12 e 15% de CHO, como fase oleosa €

80% de fase

respectivamente.

aquosa ¢ 2mg/mL de DOX,
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FIGURA 47. Evolugdo dos difratogramas das ME
estabilizada com 15, 14 e 12,5% de EU/FS/OS
(35:35:30 p/p), contendo 5, 6 ¢ 7,5% de CHO como
fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX,

respectivamente.

Os resultados dos difratogramas das ME sem oleato de s6dio contendo colesterol e
DOX (Figura 46) e das ME com oleato de sddio contendo colesterol e DOX (Figura 47)
mostram que a cristalizagdo do colesterol ¢ ainda mais favorecida quando o farmaco ¢
incorporado ao sistema visto que os picos tornam-se mais intensos € menos alargados,
semelhante ao de cristal de colesterol puro. Esse comportamento pode ser explicado pela
associac¢dao do farmaco com a fase interna e a interface do sistema, favorecendo ainda mais a
sua cristalizagao, principalmente quando ocorre o aumento da sua concentragdao devido a uma
possivel interagdo eletrostatica entre o farmaco e o sistema tendo em vista que estes sistemas
apresentam carga negativa ¢ a DOX carga positiva em sua estrutura (FORMARIZ et al.,
2006). Esse fato também pode ser confirmado pela fotomicrografias de luz polarizada
(Figuras 31 e 37, para as amostras com e sem oleato de sddio, respectivamente) e pela curvas
de SAXS (Figuras 40 e 43, para as amostras com e sem oleato de sédio, respectivamente).

De forma geral, as interagdes farmaco-sistema desempenham um importante papel no
controle da liberagdo. Entretanto, a razao de liberacao de farmacos incorporados em sistemas
com estrutura cristalina dependerd do grau e do tipo de estrutura cristalina formada assim
como das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. Essas propriedades tornam possivel a
utilizagdo de sistema com estrutura cristalina como veiculos carreadores de farmacos, os quais
podem ser capazes de controlar a liberagcdo das substancias neles incorporados (GABBOUN

etal., 2001).
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Como conseqiiéncia da interagao farmaco-sistema, sob certas condigdes, os farmacos
solubilizados podem induzir mudancas no empacotamento molecular do sistema. Este efeito
pode influenciar a razdo de liberagdo “in vitro” (MULLER-GOYMANN e FRANK, 1986;
IBRAHIM et al., 1993; FARKAS et al., 2001).

Os dados obtidos neste trabalho revelaram uma 6tima concordancia entre as diferentes
técnicas utilizadas ¢ permitiu associar o perfil de liberagdo “in vitro” mais lento da
doxorrubicina (FORMARIZ et al., 2008) a cristalizagdo mais efetiva do colesterol nos

sistemas preparados sem a adi¢@o de oleato de so6dio conforme mostra a Figura 48.
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FIGURA 48. Perfil de liberagao “in vitro” da doxorrubicina em microemulsdes estabilizadas
com EU/FS.

(FORMARIZ et al., 2008)
5.1.5 Estabilidade dos Sistemas Microemulsionados

5.1.5.1 Caracteristicas Macroscépicas dos Sistemas Microemulsionados

A literatura relata que quando se modifica progressivamente a composi¢do de uma
mistura de solventes imisciveis, as mudangas que produzirdo na dispersao coloidal podem ser
traduzidas por importantes variagdes nas propriedades termodinamicas dos componentes que
a compde (OLIVEIRA et al., 2004).

Dessa maneira, a caracterizacdo macroscopica dos sistemas microemulsionados pode
ser uma ferramenta importante para avaliar as microemulsdes. A partir desse dado associado a
técnicas de reologia, viscosidade aparente, fluéncia — relaxacdo, moédulo de perda e

estocagem, microscopia de luz polarizada, espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS) e

Thalita Pedroni Formariz



Resultados e Discussao 96

difragdo de raio-X, pode-se escolher a microemulsdo cuja a viscosidade, o didmetro das
goticulas e a forma microestrutural ¢ mais apropriada para o fArmaco ser incorporado servindo
de base para os estudos farmacologicos e toxicologicos.

Os resultados apresentados nas Figuras 49-56 foram determinados visualmente, contra
fundo escuro. As Figuras a seguir diferem entre si pela propor¢do de tensoativos e de fase
interna oleosa utilizados para obter os sistemas selecionados. A composicao de cada ME esta
descrita na metodologia (Tabelas 2 e 3).

De acordo com as fotografias das ME (Figuras 49, 50, 53 e 54) e das ME - DOX
(Figuras 51, 52, 55 e 56) foi possivel observar o predominio de sistemas microemulsionados
liquidos devido ao sistema conter 80% de fase aquosa. Além disso, também foi possivel
observar que as amostras A, A,, Az, A4 (Figura 49 e 51) apresentaram-se transparentes ou
semi-transparentes apos o recente preparo. Fato esperado uma vez que o didmetro da goticula
desses sistemas varia na ordem de 62,4 £ 0,3 a 91,3 + 0,6nm e de 96,1 £ 1,3 a 215, 2 £ 2,3nm
para as ME contendo OS e para as ME contendo OS e DOX, respectivamente (FORMARIZ et
al., 2006) caracteristico de sistemas microemulsionados que sdo definidos como sistemas
isotropicos, transparentes ou semi-transparentes (ABOOFAZELI et al., 2000; MO et al.,
2000) com didmetro de goticulas na ordem de 100-2000A (FORMARIZ et al., 2005).

Para obter esses sistemas microemulsionados (Figuras 49 e 51) utilizaram-se misturas
de tensoativos com baixos ¢ altos valores de EHL (Equilibrio lipofilo — hidrofilo) na faixa de
4 (FS) a 18 (Oleato de Sodio) e de 4 (FS) a 15 (Eumulgin® HRE 40). A incorporagio de
oleato de soédio (Figura 49 a 51) no sistema proporcionou maior polaridade ao meio,
favorecendo a incorporacdo de fase aquosa ao sistema. Fato que contribuiu para reduzir a
tensdo interfacial do sistema de maneira mais intensa, pois a incorporacao do oleato de sédio
reduz o parametro de empacotamento critico da FS, por aumentar a hidrofilia da mistura
tensoativa, permitindo uma maior flexibilidade do filme interfacial para obter a curvatura
necessaria para a formagdo de goticulas na ordem de nandmetros favorecendo a estabilidade
dos sistemas (ISRAELACHVILIE et al., 1976; SHINODA et al., 1991; TROTTA et al.,
1996; 2002).

Assim, a incorporagdo do oleato de sddio na mistura tensoativa (FS/EU) foi adequada
uma vez que permitiu que a energia livre remanescente da interface do sistema se
aproximasse de zero proporcionando sua melhor estabilidade termodindmica que ¢ dada pela
seguinte equacdao (OLIVEIRA, 1997, LAWRENCE e REES, 2000; OLIVEIRA ¢ SCARPA,
2001; OLIVEIRA et al., 2004):
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AG=7i.AS

em que i representa a tensdo interfacial e AS o aumento da area interfacial.

Os resultados obtidos nas Figuras 49 ¢ 51 também mostram que a medida que se
aumenta a concentragdo de colesterol (1,5% a 7,5%) ocorre a transicdo de fases de sistemas
liquidos transparentes a sistemas liquidos semi-transparentes e opacos. Esse fato
provavelmente ocorre devido ao aumento da concentragdo de colesterol provocar um aumento
no didmetro das goticulas (FORMARIZ et al., 2006) levando ao aumento gradativo da
viscosidade aparente (Figura 14) observado para as formulagdes com oleato de sodio. O
aumento lento da viscosidade ¢ caracteristico de um processo lento de estruturagdo do
sistema, devido & agregacdo das particulas coloidais, levando ao aumento da turbidez
(KORHONEN et al., 2004). Esse aumento de turbidez ¢ ainda mais evidente quando a DOX ¢
incorporada no sistema (Figura 51).

Os dados das amostras A; a As (Figuras 50 e 52) mostram que o aumento da turbidez e
a alteracdo da coloracdo em virtude do tempo sdo mais favorecidos quando ocorre o aumento
de CHO no sistema (1,5 - 7,5%) (Figura 50). Isso provavelmente ocorre devido a combinagao
do sistema tensoativo EU/FS/OS, ndo conseguir sustentar a tensao interfacial a valores baixos
ou nulos a ponto de compensar a energia remanescente resultante da interface (BHARGAVA
et al., 1987, KEGEL et al., 1999; LAWRENCE e REES, 2000), levando a instabilidade
termodinamica da ME que reflete diretamente no seu grau de opacidade. Porém, essas
instabilidades sdo ainda mais favorecidas quando a DOX ¢ incorporada ao sistema uma vez
que essa sofre reacdes de oxidagdo em virtude do tempo, principalmente na presenca de luz e
temperatura, gerando como produto de degradag@o o 13-OH-doxorrubicinol (BOUKET et al.,
1987; CHABNER e¢ CALABRESI, 2001) fato que pode ter contribuido para alterar a

coloragao dos sistemas estudados seis meses apos o preparo (Figura 52).
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FIGURA 49. Microemulsoes estabilizada com 18,5; 17; 15; FIGURA 50. MicroemulsGes estabilizada com 18.,5; 17; 15; 14
14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢
6 ¢ 7,5% de CHO como fase oleosa ¢ 80% de fase aquosa, 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa,
respectivamente. Sistemas fotografados apos a preparacdo das ~ respectivamente. Sistemas fotografados seis meses apos a

ME. preparacdo das ME.

FIGURA 51. Microemulsoes estabilizada com 18,5, 17, 15, FIGURA 52. Microemulsdes estabilizada com 18.,5; 17; 15; 14
14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢
6 ¢ 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 7,5% de CHO como fase oleosa e 80% de fase aquosa e
2mg/mL de Dox, respectivamente. Sistemas fotografados 2mg/mL de Dox, respectivamente. Sistemas fotografados seis

apos a preparagdo das ME . meses apos a preparagdo das ME, respectivamente.

O aumento da turbidez e da instabilidade dos sistemas (Figura 53 a 56) ¢ ainda mais
favorecido quando o oleato de sddio € retirado da ME aumentando ainda mais a concentragao
de CHO (6 a 15%) nessas amostras levando a formagao de sistemas com EHL mais baixos, na
faixa de 9,5 (FORMARIZ, 2004). Dessa maneira ocorre a transicado de fases de sistemas
liquidos transparentes a sistemas liquidos semi-transparentes e opacos, porém esses nao se
mantém estaveis por 6 meses apos o preparo (Figura 53 e 56), pois ocorre a cristalizagdo do
CHO na forma de bicamadas lamelares (Figuras 42 e 43) ou de cristais de CHO (Figuras 45 e
46), levando a formagdo de uma estrutura com menor mobilidade (STIDDER et al., 2005),
aumentando o tamanho das goticulas.

Em valores de EHL igual ou menor que 9,5 pode ser percebida a turvacdo e/ou
separa¢do das amostras (Figuras 53 a 56). Esse fato pode ser explicado em razdo de que com a

diminui¢ao dos valores de EHL provocada pela retirada do OS do sistema ha uma dificuldade
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de levar a tensdo interfacial para valores baixos ou nulos, o que provavelmente provoca a
formagdo de goticulas de tamanhos intermedidrios entre emulsdes e microemulsdes
conferindo opacidade ao sistema, além de restringir a regido de transparéncia Optica e/ou levar
a separagdo de fases. Esses sistemas com tamanho de goticulas intermedidrias sao

denominados subemulsdes (KAYSER et al., 2003).

FIGURA 53. Microemulsdes estabilizada com 17, 14, 10, 8 e FIGURA 54. Microemulsdes estabilizada com 17, 14, 10, 8 ¢
5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO, 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO,
como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente. como fase oleosa e 80% de fase aquosa, respectivamente.

Sistemas fotografados apds a preparagdo das ME. Sistemas fotografados seis meses apos a preparagdo das ME.

Por outro lado, quando a DOX ¢ incorporada ao sistema (Figuras 55 e 56) essa
interage com as goticulas de 6leo e com a interface que induz a formagdo de microestruturas
mais volumosas favorecendo ainda mais a opacidade e/ou separacdo dos sistemas
microemulsionados. Isso pode ser explicado pela interacio DOX na interface dos sistemas, a
qual possui uma estrutura volumosa, podendo perturbar a organizacdo da interface,
promovendo espacamento entre as moléculas de tensoativo, sugerindo a formagdo de uma
estrutura mais organizada (SON et al., 2003), além de favorecer a cristalizagdo do CHO
(Figuras 40 e 43) levando ao aumento da viscosidade (Figura 21) e do tamanho das goticulas

(Item 5.1.8.4) causando a turbidez (Figuras 55 e 56) ou a coalescéncia (Figura 56 (Bs)).
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FIGURA 55. Microemulsoes estabilizada com 17, 14, 10, 8 ¢ FIGURA 56. Microemulsoes estabilizada com 17, 14, 10, 8 ¢
5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO, 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15% de CHO,
como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox, = como fase oleosa e 80% de fase aquosa e 2mg/mL de Dox,
respectivamente. Sistemas fotografados apds a preparagdo das  respectivamente. Sistemas fotografados seis meses apds a

ME. preparacdo das ME.

Dessa maneira pode-se concluir que os dados das Figuras (49-56) sugerem que com o
aumento da propor¢ao de fase oleosa (CHO), a mistura tensoativa torna-se cada vez mais
ineficaz na diminui¢do da tensao interfacial, assim a curvatura do filme interfacial nao faz-se
suficiente para conferir as goticulas da fase interna tamanho diminuto e as mesmas assumem
um tamanho inerente a subemulsdes conferindo ao sistema aspecto semi-transparente ou
opaco. Além disso, é conhecido o papel fundamental dos tensoativos na estabilizacdo das ME.
Quando o namero dessas moléculas aumenta por unidade de area, essas se comprimem
desenvolvendo uma pressdo bilateral. A tensdo de superficie na interface diminui
proporcionalmente com o aumento da pressdao, podendo ser negativa (tensdo negativa
transiente da interface). O equilibrio é conseguido quando a tensdo negativa volta a zero
(OLIVEIRA et al., 2004). Esses fatos podem justificar as modificagdes ocorridas nos sistemas

apresentados nas Figuras 50, 52, 54 e 56.
5.1.8.2 Ensaio turbidimétrico dos sistemas microemulsionados

A literatura mostra que a transparéncia apresentada pelos sistemas microemulsionados
pode ser explicada pela capacidade do sistema tensoativo de diminuir a tensdo interfacial
entre a d4gua e o 6leo a ponto de formar estruturas de tamanhos nanométricos, ou seja,
menores que ¥4 do comprimento de onda da luz visivel, que ndo desviam luz, caracterizando
sistemas isotropicos (OLIVEIRA et al., 2004; FORMARIZ et al., 2005). Para analise desse
fendmeno nas amostras desenvolvidas (Tabelas 2 e 3) foi estudado o aumento do tamanho das
goticulas apds o preparo das amostras até um periodo de 15 dias, assim como a velocidade

com que €Sse aumento ocorre.
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Os resultados apresentados nas Figuras 57-60 foram determinados por
espectrofotometria na regido do visivel, A= 410nm, mostram a relagdo entre a turbidez das
respectivas amostras em fun¢ao do tempo (Figuras 57-60). Esses resultados demonstram que a
turbidez do sistema aumenta lentamente com o tempo de estocagem (Figuras 57 a 60). Como
a turbidez ¢ proporcional a concentragdo das goticulas com tamanho suficiente para produzir
espalhamento de luz, essa evolugdo observada pode estar relacionada ao aumento do tamanho

de goticulas ou dos agregados (TOKUMOTO, 1996).
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FIGURA 57. Turbidez das ME estabilizada com 18,5; FIGURA 58. Turbidez das ME estabilizada com 18,5;

17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p),

contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO como fase oleosa  contendo 1,5; 3; 5; 6 ¢ 7,5% de CHO como fase oleosa ¢

e 80% de fase aquosa, respectivamente. A; (v=3,21.100 80% de fase aquosa e 2mg/mL de DOX,

3 Abs/h), A, (2,90.10° Abs /h), A; (v=3,71.10° Abs /h),  respectivamente. A, (v= 2,71.10° Abs/h), A, (3,54.10°

A4 (5,46.10° Abs /h), As (v= 2,53.10° Abs /h). Abs /h), A; (v= 3,69.10° Abs /h), A4 (4,24.10° Abs /h),
As (v=3,98.10° Abs /h).

Por outro lado, esse aumento da turbidez (Figura 57-60) de acordo com a literatura
estd diretamente relacionado a termodindmica do sistema uma vez que foi fornecida energia
as amostras através do uso do ultra-som para a obten¢do dos sistemas microemulsionados.
Assim, as amostras provavelmente estdo entrando em equilibrio termodinamico, pois ainda ha
energia livre na interface 6leo/agua (FRANZINI, 2006) levando ao aumento do didmetro das

goticulas e assim, ao aumento gradativo da turbidez.
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FIGURA 59. Turbidez das ME estabilizada com 17, FIGURA 60. Turbidez das ME estabilizada com 17, 14,
14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 10, 8 ¢ 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢ 15%

15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa e

respectivamente. B, (v= 3,11.10° Abs/h), B, (3,47.10°  2mg/mL de DOX, respectivamente. B, (v= 4,92.10°
Abs /h), B; (v=3,90.10"° Abs /h), B, (2,05.10° Abs /h),  Abs/h), B, (5,39.10° Abs /h), B; (v= 4,72.10% Abs /h), B,
Bs (v=1,82.10°Abs /h). (4,70.10° Abs /h), Bs (v= 4,72.10 Abs /h).

As figuras as 57 a 60 também mostram que o crescimento de agregados ¢ ainda mais
favorecido quando o oleato de sddio ¢ retirado da formulagdo (Figura 59) e quando o farmaco
¢ incorporado ao sistema (Figura 58 e 60). Esse comportamento ¢ tipico da desestabiliza¢dao
de sistemas coloidais devido a diminuic¢do do potencial eletrostatico que pode ser associado ao
crescimento do tamanho das goticulas ou dos agregados uma vez que o aumento da
concentracdo de CHO e a incorporacdao de DOX nas ME leva a formagao de estruturas mais
compactadas sob condi¢des lentas de agregacdo refletindo diretamente no aumento lento da
turbidez. Esse fato pode ser confirmado pelas curvas de SAXS (Figura 40, 42-43) e pelas
caracteristicas macroscépicas (Figuras 49-56) das ME.

Entretanto, quando ocorre um aumento abrupto de colesterol no sistema (7,5% - ME -
OS (As) e acima de 12% - ME sem OS (B4 e Bs) verifica-se a diminuicao da turbidez em
funcdo do tempo (Figuras 57 a 60) sugerindo que adi¢do dessas concentragdes de CHO e de
DOX nas ME promove a cristalizacdo intensa do colesterol levando a diminui¢do da

velocidade de crescimento desses agregados (item 5.1.8.3) e consequentemente, da turbidez.
5.1.8.3 Velocidade de Crescimento das Goticulas dos Sistemas Microemulsionados

Os meios dispersos apresentam a propriedade de espalhar ondas eletromagnéticas
(como a luz), que venham atravessa-los. Este fenomeno depende do tamanho das goticulas

que compdem o sistema disperso e do comprimento de onda utilizado. A diafaneidade de um
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meio pode ser utilizada para identificar as ME e estimar de forma grosseira o tamanho e a
velocidade de crescimento das goticulas (FORMARIZ et al., 2005).

Os resultados apresentados nas Figuras 61 e 62 mostram a relag¢do entre a velocidade
de crescimento das respectivas amostras em fun¢@o do tempo, demonstrando que a velocidade
de crescimento das goticulas aumenta com o aumento da fase oleosa do sistema (até 6% de
CHO para as ME-OS e at¢ 10% de CHO para as ME sem OS). Esse comportamento ¢ mais
acentuado quando o OS ¢ retirado da formula¢do e a DOX incorporada no sistema (Figura

62).
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FIGURA 61. Velocidade de crescimento das goticulas ~ FIGURA 62. Velocidade de crescimento das goticulas
das ME estabilizada com EU/FS/OS (35:35:30 p/p)  das ME estabilizadas por EU/FS (1:1) contendo somente

contendo colesterol (n=3). colesterol (n=3).

Os resultados de velocidade de crescimento das goticulas das ME (Figuras 61-62)
sugerem que a maxima estabilidade das ME ¢ alcangada quando obtém-se valores menores a
de velocidade de crescimento das goticulas de fase interna ¢ mais lento visto que essas ME
estdo entrando em equilibrio termodindmico devido a pressdo transiente minima gerada na
interface oleo/agua (FRANZINI, 2006) que leva ao aumento gradativo da velocidade de
crescimento das goticulas (Figuras 61 e 62) e da turbidez (Figura 57-60). Pois, para formagao
espontanea dos sistemas microemulsionados, a tensdo interfacial tende a estar proxima de
zero (OLIVEIRA e SACARPA, 2001; FORMARIZ et al., 2005).

Os resultados obtidos nas Figuras 61 e 62 mostram um aumento rapido da velocidade
de crescimento das goticulas que ¢ tipico da formacdo de agregados densos menos
ramificados (A; a A4, Figura 61 e B; a B;, Figura 62) (TOKUMOTO, 1996). Esse fato pode

ser explicado pela caracteristica do CHO associado a incorporacdo de DOX nessas ME
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induzir a formacao de CHO na forma lamelar (Figuras 30 e 31, 34 e 35), sendo esta estrutura
menos rigida do que a estrutura de cristais CHO, fato que contribui para o aumento da
velocidade de crescimento dos agregados e da turbidez dessas amostras em fun¢do do tempo;
confirmando os resultados obtidos na Figuras 57-60.

Por outro lado, quando aumenta a concentragdo de colesterol no sistema (7,5% - ME -
OS (As) e acima de 12% - ME sem OS (B4 e Bs) associado ou ndo a incorporagdao de DOX
verifica-se a diminui¢do da velocidade de crescimento das goticulas (Figuras 61 a 62) Esse
fato deve-se a cristalizagdo do CHO induzir a formag¢do de uma estrutura mais organizada
(cristais de CHO — Figuras 36 e 37), mais rigida e com menor mobilidade levando a
diminui¢do da velocidade de crescimento desses agregados e da turbidez dessas amostras em

funcao do tempo; confirmando os resultados obtidos nas Figuras (57 e 60).

5.1.8.4 Crescimento do Diametro das Goticulas dos Sistemas Microemulsionados

O fenomeno de dispersdo da luz pelas microemulsdes pode ser avaliado de maneira
eficiente através da técnica de espalhamento de luz, a qual fornece informagdes diretas sobre
o movimento translacional das goticulas da ME e permite o calculo do crescimento do
diametro das goticulas em fun¢do do tempo através de relagdes empiricas adequadas. Nota-se,
no entanto, que se o sistema ¢ concentrado, ou seja, quando a fase dispersa estiver em
elevadas concentracdes, a interpretagdo torna-se dificultada em razdo de interacdes
intergoticulas. Para suprimir a interagdo entre goticulas a diluicdo do sistema
microemulsionado com a fase dispersante ¢ necessaria (LYKLEMA, 1991; LAWRENCE e
REES, 2000; ABOOFAZELI et al., 2000; FORMARIZ et al., 2005). Dessa maneira, as ME
estudadas (Tabela 2 e 3) foram diluidas com fase aquosa, a qual representa a fase continua do
sistema.

A determinacdo do crescimento do diametro das goticulas das ME em funcdo do
tempo (Figuras 63 a 64) revela que os valores do raio hidrodinamico aumentaram com o
tempo, tendendo a estabilizagdo em tempo infinito. Esse fendmeno pode ser explicado pela
técnica de preparo das ME, pois envolveu a utilizacdo de alta energia (ultra-som) a qual
proporcionou valores de pressdo transientes minimos para a tensdo interfacial. Quando o
fornecimento de energia foi cessado o sistema tendeu ao equilibrio energético levando ao
aumento do raio hidrodindmico (OLIVEIRA et al., 2004) ao longo do tempo.

De acordo com os dados das Figuras 65 e 66, para o sistema estabilizado somente com
EU/FS, como sistema tensoativo, ocorre variagdo no crescimento do didmetro das goticulas

das ME em fung¢do do tempo quando comparadas ao sistema estabilizado com a mistura
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tensoativa EU/FS/OS (Figuras 63 e 64). Esses resultados (Figuras 65 ¢ 66) mostram que o
crescimento do diametro das goticulas ¢ ainda mais favorecido quando o OS ¢ retirado da
formulagdo aumentando a concentracio de CHO, com conseqiliente diminui¢do da
concentra¢do do sistema tensoativo (EU/FS). Isso provavelmente ocorre devido a combinagao
do sistema tensoativo EU/FS, ndo conseguir sustentar o processo de emulsificagdo de maneira
a tornar este mais eficiente, aumentando o tamanho e o crescimento das goticulas de 6leo,
diminuindo a estabilidade do sistema. J4 que essa mistura tensoativa ndo consegue baixar a
tensdo interfacial de maneira suficiente a ponto de contrariar a energia remanescente
resultante da interface (BHARGAVA et al., 1987; KEGEL et al., 1999; LAWRENCE e
REES, 2000, OLIVEIRA e SCARPA, 2001).
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FIGURA 63. Diadmetro da goticula das ME estabilizada ~ FIGURA 64. Didmetro das goticulas das ME estabilizada
com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p), com 18,5; 17; 15; 14 e 12,5% de EU/FS/OS (35:35:30 p/p),
contendo 1,5; 3; 5; 6 € 7,5% de CHO como fase oleosa € 80% contendo 1,5; 3; 5; 6 € 7,5% de CHO como fase oleosa e 80%

de fase aquosa, respectivamente. de fase aquosa e 2mg/mL de Dox, respectivamente.

Além disso, o aumento da concentracdo de CHO no sistema microemulsionado leva a
transi¢do de fases de CHO lamelar para cristais de CHO que contribui para um maior
crescimento do tamanho das goticulas ou dos agregados ao longo do tempo (Figuras 62-66)
aumentando a turbidez; confirmando assim, o que j& foi demonstrado nas curvas de SAXS
(Figura 42-43), nos difratogramas (Figuras 45-47) e nos ensaios de estabilidade tais como
caracteristica macroscopica (Figura 49-56) e turbidez (Figura 57-60).

Os resultados obtidos na Figura 63 mostram que quando a DOX ¢ adicionada ao
sistema com baixas concentragdes de colesterol (1,5 a 3%) essa ndo afeta o raio
hidrodindmico do sistema microemulsionado. Esse fenomeno pode ser explicado devido a

fragdo hidrofilica da DOX ser atraida para a regido aquosa ¢ os anéis hidrofébicos dirigidos
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para a fase oleosa (CHO) no interior da ME (SON et al., 2003). Esta interagdo pode ser
responsavel pela diminuicao do raio de curvatura das ME uma vez que nessas concentragdes
de CHO a incorporacdo da DOX no sistema ndo favorece a formacdo de cristais de CHO

(Figura 40), levando a formacao de goticulas com igual didmetro, conforme foi observado na

Figura 64.
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FIGURA 65. Diametro da goticula das ME estabilizada ~ FIGURA 66. Didmetro das goticulas das ME estabilizada
com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 com 17, 14, 10, 8 e 5% de EU/FS (1:1), contendo 3, 6, 10, 12 ¢
e 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa, 15% de CHO, como fase oleosa e 80% de fase aquosa e

respectivamente. 2mg/mL de Dox, respectivamente.

Por outro lado, esse aumento do crescimento das goticulas ao longo do tempo fica
mais evidente quando a DOX ¢ incorporada nos sistemas sem (Figura 66) e com OS (Figura
64, com [CHO] acima de 5%). Isso pode ser explicado pela interagdo da DOX com o CHO e
com a interface dos sistemas, a qual possui uma estrutura volumosa, podendo perturbar a
organizagdo da interface, promovendo o espacamento entre as moléculas de tensoativo e a
cristalizacdo intensa do CHO, levando ao aumento do raio hidrodindmico das goticulas (SON
etal., 2003).

De forma geral, devido ao potencial de aplicacdo das ME em industria farmacéutica
foi importante definir as caracteristicas fisico-quimicas principalmente a estabilidade de cada
um dos sistemas selecionados. Apos esses estudos, torna-se necessario verificar se os sistemas
sdo susceptiveis ao uso do ponto de vista de suas habilidades para liberagdo “in vivo” do

farmaco encapsulado (FA et al., 2004) ¢ sob o ponto de vista toxicoldgico.
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52 SISTEMAS ESCOLHIDOS PARA OS ENSAIOS TOXICOLOGICOS,
PARAMETROS BIOQUIMICOS E FARMACOLOGICOS

Os sistemas escolhidos para os ensaios toxicologicos, pardmetros bioquimicos e
farmacolédgicos foram as microemulsdes estabilizadas com 18,5% EU/FS/OS (35:35:30 p/p)
como sistema tensoativo, 1,5% de colesterol como fase oleosa e tampao Tris-HCI 0,01M pH
7,2, como fase aquosa (A;) e com 17% da mistura tensoativa EU/FS (1:1 p/p), 3% de
colesterol como fase oleosa e tampao Tris-HCI 0,01M pH 7,2, como fase aquosa (B;), uma
vez que esta fase foi utilizada como fase receptora nos experimentos do perfil de liberagdo “in
vitro”, além da DOX apresentar uma boa solubilidade nesse valor de pH (FORMARIZ et al.,
2006; 2007; 2008). Esses sistemas microemulsionados foram escolhidos por apresentar baixa
viscosidade, perfil de liberacao prolongado (Figuras 48 e 67), além do diametro das goticulas
estarem na faixa de 70,33+0,6nm e nao estar na regido de transicdo de fases sendo uma

preparacao adequada para administragdo parenteral (FORMARIZ et al., 2006; 2007; 2008).
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FIGURA 67. Perfil de liberacdo “in vitro” da doxorrubicina em microemulsdes estabilizadas
com EU/FS/OS.

(FORMARIZ et al., 2007)

5.2.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

A avaliacdo toxicoldgica ¢ de fundamental importancia para eficacia terap€utica, pois
este padrdo visa a detec¢do e avaliagdo do potencial toxico, para o homem, de qualquer

substancia ou produto quimico acabado, ao qual possa estar exposto. Por meio da observagao
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e quantificagcdo do nimero de mortes apds a administragdo Unica de uma substancia ou
produto quimico por diferentes vias de administragdo, em ratos, camundongos, o valor da
DLs € calculado (BIGHETTI et al., 2004).

A dose letal média (DLsg) foi calculada pelo método estatistico de probitos, conforme
metodologia apresentada por Litchfield e Wilcoxon (1949). Os resultados obtidos em todos os
testes de toxicidade aguda com o cloridrato de doxorrubicina, com as microemulsdes
contendo oleato de sodio incorporadas de doxorrubicina e com as microemulsdes contendo
oleato de sodio incorporadas de doxorrubicina em ratos e em camundongos estdo descritos
nas Tabelas 9—-14. Essas microemulsdes (Tabelas 2 e 3) foram administradas nos animais logo
apos o preparo.

A literatura mostra que a DLsy da doxorrubicina, via intraperitonial, foi de cerca de
21,9; 12,5 e 2,0 mg/Kg para camundongos, ratos e caes, respectivamente (BIOMOL, 2005).
Os principais o6rgdos-alvo apdés dose unica foram o sistema hemolinfopoiético e,
especialmente em caes, o trato gastrintestinal. Outros 6rgdos afetados foram os rins, figado e
orgaos reprodutores masculino e feminino. A doxorrubicina foi cardiotoxica em todas as
espécies laboratoriais testadas. Foi genotdxica na maioria dos testes “in Vvitro” ou “in vivo”
realizados; toxica a 6rgdos reprodutores, embriotdxica em ratos e coelhos e teratogénica em
ratos. Observou-se atrofia dos testiculos em ratos e caes, além de mielossupressao em todas as
espécies animais testadas. Nao ha informacdes sobre a administragdo de doxorrubicina
durante os periodos peri e pos-natal. A doxorrubicina, como outras antraciclinas e farmacos
citotoxicos, foi carcinogénica em ratos (BIOMOL, 2005). Por outro lado, a DLsy do cloridrato
de doxorrubicina realizada em nosso laboratorio, via intraperitonial, foi de cerca de 9,05
mg/Kg e de 12,25 mg/Kg para ratos e camundongos, respectivamente. Esses valores
aparentemente menores, quando comparado com o disponivel na literatura (12,5mg/Kg para
ratos e 21,9mg/Kg para camundongos) (BIOMOL, 2005), obtido em nosso experimento, pode
ser explicado pela variabilidade entre os animais-testes uma vez que cada um apresenta uma
reatividade individual, um débito cardiaco e um volume sistolico. Os resultados mostrados
nas Tabelas 9 e 10 possibilitaram a determinacdo da dose letal média do cloridrato de

doxorrubicina.
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TABELA 9 — Mortalidade de ratos Wistar que receberam o cloridrato de doxorrubicina.

Dose (mg/KQ) Ndmero de animais Ndmero de mortos Mortalidade (%)
testados por grupo

7,5 0

8,0 40
10,0 80
15,0 100

DLsy = 9,05 mg/Kg

Quando o cloridrato de doxorrubicina foi administrado na dose igual ou superior a
8mg/kg para ratos (Tabela 9) e 10 mg/Kg para camundongos (Tabela 10) de peso corporal
animal, os animais comecaram a apresentar sinais de toxicidade. Estes sinais incluiram
aparente piloere¢do, reducdo da atividade locomotora, sangramento das narinas ¢ olhos,
alteragdes do estado consciente e indisposi¢ao (diminui¢ao da atividade geral) e em alguns
casos a morte dos animais ocorreu aparentemente por parada cardiorespiratdria.

Os animais que receberam o cloridrato de doxorrubicina na dose inferior a 8mg/Kg
para ratos (Tabela 9) e 10mg/Kg para camundongos (Tabela 10) de peso corporal animal,
administrado via intraperitonial, ndo apresentaram sinais de toxicidade durante os 14 dias de
observagdo. Segundo Loomis (1974) compostos com esse valor de DLsy sdo considerados

tOX1Cos.

TABELA 10 - Mortalidade de camundongos Swiss que receberam o cloridrato de

doxorrubicina.

Dose (mg/KQ) Ndamero de animais Ndmero de mortos Mortalidade (%)
testados por grupo

DL50 = 12,25 mg/Kg
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Os estudos de toxicidade aguda das microemulsdes sem oleato de sodio contendo
doxorrubicina mostram que a dose letal média das microemulsdes, via intraperitonial, foi
cerca de 16,21mg/Kg (Tabela 11) e 32,10mg/Kg (Tabela 12) para ratos e camundongos,
respectivamente mostrando que a ME estudada apresenta DLsy 1,8 (ratos) e 2,6
(camundongos) vezes maior do que a forma farmacéutica convencional, no caso o po
liofilizado do cloridrato de doxorrubicina.

Dessa maneira, a ME estudada apresenta potencial terapéutico para ser administrada
pela via parenteral uma vez que esses sistemas podem aumentaram o indice terapéutico da
DOX, minimizando os efeitos adversos que este farmaco provoca, tais como cardiotoxicidade
¢ mielossupressao, relacionados com a dose administrada (SACCO et al., 2001; MITRA et
al., 2001). Essa diminui¢do dos efeitos adversos pode ser confirmada com os ensaios de
parametros bioquimicos (item 5.2.2). Os resultados apresentados nas Tabelas 11 e 12
possibilitaram a determinacdo da dose letal média das ME sem oleato de s6dio contendo

DOX.

TABELA 11 - Mortalidade dos ratos Wistar que receberam as microemulsdes sem oleato de

sddio contendo doxorrubicina.

Dose (mg/KQ) Ndmero de animais Ndmero de mortos Mortalidade (%)

testados por grupo

20

DLsp=16,21mg/Kg

Os sinais e sintomas da intoxicacdo provocada pela microemulsdes sem oleato de
sodio contendo doxorrubicina iniciaram-se cerca de 72hs apds a administragdo das diferentes
doses (Tabela 11 e 12) do antineoplasico sendo os sinais e sintomas de inicio observados
idénticos ao do cloridrato de doxorrubicina na dose superior ou igual a 15mg/kg para ratos e
superior ou igual a 25mg/Kg para camundongos.

Por outro lado, os animais que receberam a ME sem oleato de sédio contendo
doxorrubicina na dose inferior a 15mg/Kg para ratos (Tabela 9) e 25mg/Kg para

camundongos (Tabela 10) de peso corporal animal, administrado via intraperitonial ndo
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apresentaram sinais de toxicidade durante os 14 dias de observagao. Segundo Loomis (1974)

compostos com esse valor de DLsy também sdo considerados toxicos.

TABELA 12 - Mortalidade dos camundongos SwisS que receberam as microemulsdes sem

oleato de sddio contendo doxorrubicina.

Dose (mg/KQ) Ndmero de animais Ndmero de mortos Mortalidade (%)

testados por grupo

20
25
40
70

DL50 = 32, 1 Omg/Kg

Os estudos de toxicidade aguda das microemulsdes com oleato de sddio contendo
doxorrubicina mostra que a dose letal média das microemulsdes foi cerca de 25,39 mg/Kg
para ratos (Tabela 13) e cerca de 54,65mg/Kg para camundongos (Tabela 14) mostrando que
a ME estudada apresenta DLsy 2,8 (ratos) e 6 (camundongos) vezes maior do que a forma
farmacéutica convencional, no caso o po liofilizado contendo o cloridrato de doxorrubicina.
Entretanto quando se compara as ME com OS com a ME sem OS ambas contendo DOX essas
apresentam um aumento de 1,56 (ratos) e 1,7 (camundongos) da DLsy. Os resultados
apresentados nas Tabelas 13 e 14 possibilitaram a determinacao da dose letal média das ME

com oleato de sddio contendo DOX.

TABELA 13 - Mortalidade dos ratos Wistar que receberam as microemulsdes com oleato de

sodio contendo doxorrubicina.

Dose (mg/KQ) Ndmero de animais J| Numero de mortos Mortalidade (%)

testados por grupo

DLso =25,39 mg/Kg
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Esses resultados de toxicidade aguda para ratos e camundongos (Tabelas 13 e 14)
coraboram com os resultados de estabilidade (Figuras 49 a 66) confirmando que a inclusdo do
OS na formulag¢do melhora a estabilidade dos sistemas microemulsionados. Esse fato pode ser
explicado pela associacdo do farmaco com a fase interna e a interface da ME, provocando a
retengdo da DOX nas goticulas, refletindo diretamente em um prolongamento da velocidade
de liberacao (Figura 67) o qual contribui para aumentar a dose letal média dessa ME

conforme mostra nas Tabelas 13 e 14.

TABELA 14 - Mortalidade dos camundongos Swiss que receberam as microemulsdes com

oleato de s6dio contendo doxorrubicina.

Dose (mg/KQ) Ndmero de animais Ndmero de mortos Mortalidade (%)

testados por grupo

35
50
60
70

DLsy = 54,65mg/Kg

Os sinais e sintomas da intoxicagdo provocada pela microemulsdes com oleato de
sodio contendo doxorrubicina iniciaram-se cerca de 72h apos a administragao das diferentes
doses (Tabela 13 e 14) do antineoplésico sendo os sinais e sintomas de inicio observados
idénticos ao do cloridrato de doxorrubicina na dose superior a 20mg/kg para ratos e superior a
35mg/Kg para camundongos. Por outro lado, os animais que receberam a ME com oleato de
sodio contendo doxorrubicina na dose inferior ou igual a 20mg/Kg para ratos (Tabela 13) e
35mg/Kg para camundongos (Tabela 14) de peso corporal animal, administrado via
intraperitonial, ndo apresentaram sinais de toxicidade durante os 14 dias de observagdo.
Segundo Loomis (1974) a ME com OS para ratos apresentou DLsy de 25,39mg/Kg (Tabela
13), portanto ¢ considerada toxica. J4 para camundongos essa ME apresentou DLs, de
54,65mg/Kg (Tabela 14) sendo considerada moderadamente toxica.

A literatura relata que a dose de medicamentos em animais também pode ser calculada
pelo método de extrapolacdo alométrica que calcula e expressa doses utilizando a quantidade
de farmaco (mg) por Kg consumido, € ndo s6 calculada e expressa como quantidade de

farmaco por unidade de peso corporal (mg/Kg) (PACHALY e BRITO, 2001).
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Os principios dos resultados de extrapolacao alométrica pressupdem que a variagao
dos parametros fisiologicos observados entre diferentes animais apresente a mesma
proporcionalidade da variagdo dos pardmetros farmacocinéticos. Partindo dessa premissa
utilizou-se os dados disponiveis de uma determinada espécie, no caso ratos Wistar em que foi
feito estudos empiricos da DOX e da DOX-ME (Tabela 9, 11 e 13) e compatibilizando-se as
diferencas através de formulas matematicas, pode se determinar doses para o “animal-alvo”
(camundongos Swiss) a partir das doses utilizadas em animais modelo (ratos Wistar)
(PACHALY ¢ BRITO, 2001).

Dessa forma, a taxa metabolica basal (TMB) pode, portanto ser utilizada para calcular
a dose da DOX e da DOX-ME para o camundongo Swiss com base na dose estabelecida para
o outro (ratos Wistar) considerando ¢ ajustando as diferengas metabolicas entre os dois. As
TMB para o animal modelo e para o animal alvo foram calculadas através da seguinte

equacdo (PACHALY e BRITO, 2001):

TMB = K.M%"*/M

em que M = massa corporal (Kg) e K= constante tedrica, taxonomicamente dependente,
baseada na temperatura média corporal do animal.

Os resultados obtidos neste estudo de toxicidade aguda mostraram que a DLsy em
camundongos foi cerca de 1,35, 1,98 ¢ 2,15 (DOX, ME sem OS e ME-OS, respectivamente)
vezes maior do que quando comparada em ratos (Figuras 68 e 69). Esse fato ¢ esperado, pois
a absorc¢ao, a distribuicao, a metabolizagdo e a eliminacdo da DOX ¢ da DOX-ME ocorrem
em funcdo da taxa metabodlica basal do animal. E a literatura mostra que os camundongos
Swiss apresentam uma TMB maior do que os ratos Wistar, entdo os processos
farmacocinéticos (distribui¢do, metabolizacdo e eliminacdo) que contribuem para eliminagao
do farmaco ¢ favorecido quando esse ¢ administrado em camundongos. Portanto, uma dose
letal média de 50 em mg/Kg s6 poderd ser usada para animais que absorvam, distribuam,
metabolizam e excretam a DOX e a DOX-ME da mesma maneira (PACHALY e BRITO,
2001).

Thalita Pedroni Formariz



Resultados e Discussao 114

120
{| —m—Dox
—@— ME S/O - DOX
100 4| —A— ME C/O - DOX

% Morte
3
1

A
-
20-
14 15 1.6

Log dose

FIGURA 68 - Relacdo log da dose-resposta no teste de toxicidade aguda com o cloridrato de
doxorubicina, microemulsdes sem oleato de sodio contendo doxorrubicina e microemulsoes

com oleato de sddio contendo doxorrubicina, em ratos, via intraperitonial.

De forma geral, os sistemas terapéuticos estudados (A; e By, Tabelas 2 ¢ 3) foram
capazes de minimizar o efeito letal da DOX nas duas espécies de animais estudados (Figuras
68 e 69) sugerindo um possivel aumento da eficicia terapéutica do antineopldsico, o que
permite a redu¢do da dose administrada uma vez que os efeitos adversos potenciais desse
farmaco esta diretamente relacionado a dose administrada conforme demonstrados nos itens

5.2.2 (Figuras 70-72) e 5.2.3 (Figuras 73 e 74).
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FIGURA 69 - Relacdo log da dose-resposta no teste de toxicidade aguda com o cloridrato de
doxorubicina, microemulsdes sem oleato de sodio contendo doxorrubicina e microemulsoes

com oleato de sddio contendo doxorrubicina, em camundongos, via intraperitonial.

Neste contexto pode-se concluir que as ME estudadas foram adequadas a esses
propositos e foram utilizadas, visando a possivel modificagdo da biodisponibilidade (Item
5.2.3, Figuras 73 e 74) e a diminui¢do da toxicidade aguda da doxorrubicina (Figuras 68 e
69), funcionando como sistema reservatorio que proporciona atividade terapéutica mais

intensa e por tempo prolongado (Figuras 48 e 67).
5.2.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS (AST, ALT E CKMB)

5.2.2.1 Determinacao da atividade da isoenzima MB da creatinina kinase (CKMB)

A creatinina kinase (CK) ¢ uma enzima citoplasmatica e mitocondrial que catalisa a
fosforilacdo reversivel da creatinina com formagdo de ATP. A CK ¢ composta de duas
subunidades (M e B) que se combinam em trés tipos: MM, MB e BB que sdao encontradas em
maior propor¢ao respectivamente, no musculo esquelético, cardiaco e nos tecidos. Elevagoes
de MM sdo encontradas nas disfungdes tireoideanas e BB nas doengas gastrointestinais,
adenomas, carcinomas, doengas vasculares, autoimunes ¢ cirrose. Portanto, a sua elevagao

ndo significa necessariamente lesdo cardiaca (MELO, 2001; FERRAZ e ALVES, 2002).
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Considerando as limita¢des da CK total, o CKMB ¢ um marcador mais especifico para
deteccao de lesdes no miocardio, pois 25 a 46% da concentragdo desta enzima encontram-se
no musculo cardiaco e apenas 5% no musculo esquelético (MELO, 2001; FERRAZ e
ALVES, 2002) sendo mais especifica para danos cardiacos.

Apds a lesdo cardiaca, substancias intracelulares passam para a circulagdo e suas
concentragdes no sangue dependem do tempo, da extensdo, gravidade e carater agudo das
lesdes celulares. A atividade enzimadtica e a concentracdo das proteinas na corrente sangiiinea
refletem normalmente um quadro atual. A velocidade (tempo) de aparecimento e de
eliminagdo de cada um dos marcadores cardiacos no sangue ¢ constante e especifica, o que
proporciona o estudo de sua sensibilidade e especificidade no diagnostico (MELO, 2001;
FERRAZ e ALVES, 2002).

Desde o final da década de 60 até os dias atuais, a doxorrubicina (DOX) tem sido
amplamente utilizada no tratamento de neoplasias. Com o reconhecimento de sua potente
atividade antineoplasica, observou-se que seus efeitos toxicos sdo dose-dependentes e,
também demonstrou-se que pode existir uma dissociacdo entre as manifestacdes clinicas, as
vezes exuberantes, e os achados de necropsias com pouca expressdo histologica e, outras
vezes, discretas manifestagdes clinicas, apresentando severas alteragdes miocardicas. Isto
originou importante restricdo clinica no tratamento de longo prazo pelo efeito toxico
cumulativo e, principalmente, potencial indutivo de cardiotoxicidade (SANTOS et al., 1996;
SAAD etal., 2001; ITO et al., 2001; HOU et al., 2005).

A prevengdo da miocardiopatia pela DOX tem sido objeto de numerosos estudos.
Muitos esforcos tém sido feitos para diminuir a toxicidade pela droga. Considerando-se que
uma das mais importantes conseqiiéncias do uso clinico da DOX ¢ a faléncia cardiaca,
provavelmente secundaria ao acometimento direto do cardiomidcito, ou através de reagdes
quimicas que afetam a estrutura cardiaca (SANTOS et al., 1996; SAAD et al., 2001).
Desenvolvimento de miocardiopatia e faléncia cardiaca congestiva apos a administragdo de
DOX tem sido mostrado em seres humanos (LEFRAK et al., 1973, SANTOS et al., 1996) ¢
em varios animais (CZARNECKI et al., 1986; SANTOS et al., 1996; CHAKRABARTI et al.,
2001; HOU et al., 2005).

Esta droga induz cardiotoxicidade em ratos, sendo que a disfuncdo miocardica
induzida pela DOX parece ser multifatorial (SANTOS et al., 1996). Ha evidéncias sugerindo
a inibi¢do do 4cido nucléico e sintese protéica, a liberacdo de aminas vasoativas,
anormalidades mitocondriais, distirbios no transporte de calcio, desequilibrio eletrolitico,

formagédo de radicais livres e peroxidagdo lipidica (SANTOS et al., 1996, SAAD et al., 2001,
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ITO et al.,, 2001, HOU et al., 2005). Essa lesdo cardiaca é caracterizada por aumento
significativo dos niveis séricos do biomarcador CKMB em cerca de 4,8 vezes quando
comparado com o grupo salina (SAAD et al., 2001).

Dessa maneira, foi realizada a avaliacdo da isoenzima MB da creatinina kinase pré e
pos tratamento com a doxorrubicina incorporada em microemulsdes contendo oleato de sodio
e microemulsdes sem oleato de sodio tendo como objetivo comparar com a forma
farmacéutica convencional (Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil) observando os
possiveis danos cardiacos decorrentes a exposi¢do a DOX e as ME - DOX.

O parametro bioquimico da isoenzima MB da creatinina kinase (CKMB) obtido
através da determinagdo por método cinético Kit Labtest (ref: 200404) esta demonstrado na
Figura 70 através das razdes de suas atividades pos-tratamento / pré-tratamento em fung¢do das
doses administradas. A razdo pds / pré-tratamento em cada grupo foi o pardmetro escolhido
para realizarem-se as comparacgdes entre 0s grupos.

Os resultados referentes ao nivel médio da isoenzima MB mostraram que os grupos do
cloridrato de doxorrubicina apresentaram elevagdes significativas (p<0,05) na sua atividade
enzimdtica em fun¢do da dose administrada e em relagdo ao grupo salina uma vez que a
atividade enzimatica da MB da creatinina kinase aumentou cerca de 2,70 vezes em relagao ao
grupo salina a medida que aumentou-se a dose administrada da DOX mostrando que o efeito
cardiotoxico da doxorrubicina ¢ dose-dependente (Figura 70).

Esse efeito cardiotoxico dose-dependente da DOX (Figura 70) pode ser confirmado
pela literatura que mostra que causar cardiomiopatia ¢ uma caracteristica exclusiva dos
antibioticos antraciclinicos, em especial, a doxorrubicina tendo em vista que a administragao
de altas doses pode aumentar o risco de cardiotoxicidade. Essa cardiotoxicidade ¢
caracterizada por aumento dos niveis séricos do biomarcador CKMB (SAAD et al., 2001,
HOU et al., 2005), fato também confirmado pela Figura 70.

A literatura também mostra que o aumento dos niveis séricos do biomarcador CKMB
leva a mudancas histopaldogicas no miocdrdio de ratos tratados com doxorrubicina.
Qualitativamente, os danos cardiacos induzidos pela DOX foram reconhecidos pela presenca
de oedema intersticial marcado, de infiltragdo celular inflamatéria cronica, de fibrose
subendocardial focal, de fibrose miocardial marcado, de inchago e desorganizagdo miocardial

marcado das fibras com vactiolo perinuclear e necrose miocardial (SAAD et al., 2001).
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FIGURA 70: Razdo pos-tratamento / pré-tratamento da CKMB em fun¢do da dose

administrada.

O grupo dos animais tratados com os sistemas microemulsionados, recentemente
preparados, incorporados de DOX contendo e ndo contendo oleato de sddio apresentaram uma
diminuigao significativa da atividade da isoenzima MB da creatinina kinase em cerca de 1,79
e de 1,31 vezes, respectivamente quando comparado com a DOX na forma farmacéutica
convencional (p<0,05). Porém, quando compara-se as ME com e sem oleato de sodio
veiculando DOX o aumento dessa atividade ndo foi significativo (p>0,05) (Figura 70) uma
vez que ambos os sistemas estudados sao ME ricas em CHO (A, - 1,5% CHO e B,— 3% CHO
sem OS, Tabelas 2 e 3) e apresentam grau de estruturagdo (Figuras 14 a 47) e liberagao
(Figuras 48 e 67) semelhantes e portanto, diminui¢do da atividade de CKMB semelhantes
(p>0,05).

As andlises dos resultados da Figura 70 também mostraram que as ME com e sem
oleato de sddio contendo DOX ndo aumentaram a atividade de CKMB de modo significativo
em relacdo ao grupo controle (microemulsdes sem DOX) (p>0,05) mostrando que os
componentes utilizados contornarem problemas de toxicidade (KIBBE, 2000) (A; e By,
Tabelas 2 e 3). Esses sistemas (A;— 1,5% CHO e B;— 3% CHO sem OS, Figura 70) estudados

estdo contribuindo para a dimininui¢do do efeito cardiotéxico da DOX uma vez que esses
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sistemas atuam como sistema reservatorio e, portanto liberam uma quantidade menor de DOX
no fluido bioldgico quando comparado com o farmaco livre (Figuras 48 e 67).

Esses resultados de cardiotoxicidade representados pela diminuicdo dos niveis séricos
do biomarcadores (Figura 70) nos sistemas microemulsionados (Tabelas 2 e 3) sdo esperados
uma vez que essas ME aumentaram a DLsy da DOX (Figura 68), aumentando seu indice
terapéutico (Item 5.2.3) e mimizando, assim os efeitos adversos da DOX como a
cardiotoxicidade (Figura 70). Esse fato pode ser sugerido devido a esses sistemas
microemulsionados apresentarem uma redu¢do da distribui¢cdo da DOX nos tecidos-alvos tais
como coracdo, rim e figado quando comparada com a DOX na forma farmacéutica
convencional minimizando seu efeito adverso (WANG e QUINN, 2002) tal como o
hepatotoxico (item 5.2.2.2, Figuras 71 e 72) e o cardiotoxico (Figura 70).

Essa redu¢do da distribui¢do da DOX nos tecidos cardiacos pode ser explicado pela
associagdo do farmaco com o CHO (fase interna) e interface da ME provocando a retengdo da
DOX nas goticulas, diminuindo a liberagao do farmaco (Figuras 48 e 67), assim como a sua
distribui¢@o sendo capazes de minimizar o efeito cardiotéxico da DOX (Figura 70), diminuir a
toxicidade aguda (Figura 68) e aumentar a eficécia terapéutica do antineoplasico (Item 5.2.3).
Além disso, quando ocorre a incorporagdo de DOX nas goticulas de ME rica em CHO (A e
B, Tabelas 2 e 3), essas alteram a permeabilidade da célula tumoral, podendo aumentar o
efeito antitumoral (Item 5.2.3), reduzindo a toxicidade potencial do firmaco sobre outros

tecidos conforme demonstrado na Figura 70.

5.2.2.2 Determinacdo da atividade da aspartato amino transferase (AST) e da alanina

amino tranferase (ALT)

As aminotransferases (ALT e AST) catalisam a transferéncia reversivel de uma amina
de um aminoacido para um cetodcido. Essas enzimas, geralmente, encaminham os grupos
aminas de varios aminoécidos para o a-cetoglutarato, para a conversdo em NH4" (STRYER,
1996; LEHNINGER, 2000; RIBEIRO et al., 2006).

Essas enzimas estdo presentes em elevadas concentracdes no musculo, cérebro e
figado. A elevacao da atividade das aminotransferases no sangue indica necrose ou moléstia,
especialmente nesses tecidos (MURRAY et al., 1994; RIBEIRO et al., 2006).

Segundo Ockner (1993) a elevagao dos niveis da ALT ¢ relativamente especifica da
doenca hepatobiliar. Apesar dos niveis de AST poderem estar aumentados nas doencas de

outros 6rgaos valores mais de 10 vezes acima do limite superior de variacao normal refletem
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habitualmente uma patologia hepatica ou biliar. Os valores das aminotranferases sdo tuteis
para monitorizar a evolug¢ao da hepatopatia parenquimal aguda ou cronica.

A ALT ¢ encontrada principalmente no citoplasma do hepatotocito, enquanto 80% da
AST esta presente na mitocondria. Essa diferenga tem auxiliado no diagnostico e progndstico
de doengas hepaticas. Em dano hepatocelular leve a forma predominante no soro ¢ a
citoplasmatica, enquanto em lesdes graves ha liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a
relacio AST/ALT (MOTTA, 2003). J4, na hepatite por virus ou toxica, a ALT ¢
caracteristicamente tdo elevada ou até maior que a AST, e a relagdo ALT/AST (De Ritis),
normalmente ¢ menor que 1, aproxima-se ou torna-se maior que a unidade (BURTIS e
ASHWOOD, 2001).

Neste contexto, deve-se ressaltar que o pardmetro ALT ¢ mais especifico a danos
hepaticos em relagdo a AST. A ALT ¢ especifica ao figado e a sua principal aplicagdo clinica
da-se na doenca hepatica parenquimatosa, enquanto que a AST também ¢ encontrada no
musculo esquelético, rins, coracdo ¢ hemacias sendo que suas principais aplicagdes clinicas
sdo em doenca hepatica parenquimatosa, doenca muscular e no infarto do miocardio
(BURTIS e ASHWOOD, 2001).

A literatura mostra que a lesdo hepatica induzida pela doxorrubicina é conseqiiéncia
da indugdo de alteragdes peroxidativas em varios tecidos como, por exemplo, o figado que €
evidenciada pela elevagdo significativa na producdo de malondialdeido (MDA) e pela
deplecdo dos indices de glutationa (GSH) no tecidos do figado dos ratos. Essa lesdo hepatica ¢
caracterizada por aumento significativo dos niveis séricos dos biomarcadores ALT e AST em
2,85 e 2,3 vezes, respectivamente quando comparados ao grupo controle (salina) (SAAD et
al., 2001).

Dessa forma, foi realizada a avaliacdo das transaminases pré e pds tratamento com a
doxorrubicina incorporada em microemulsdes contendo oleato de sddio e microemulsdes sem
oleato de sdédio tendo como objetivo comparar com a forma farmac€utica convencional
(Cloridrato de Doxorrubicina, Eurofarma, Brasil) observando os possiveis danos hepaticos
decorrentes a exposicao a DOX e as ME - DOX.

Os parametros bioquimicos AST e ALT obtidos através da determinagdo por método
cinético Kit Labtest (ref: 06004) e Kit Labtest (ref: 140404), respectivamente estdo
demonstrados nas Figuras 71 e 72 através das razdes de suas atividades pds-tratamento / pré-
tratamento em funcdo das doses administradas. A razdo pos / pré-tratamento em cada grupo
foi o parametro escolhido para realizar-se as comparagdes entre 0s grupos.

Os resultados referentes aos niveis médios da aspartato aminotransferase (AST) e da
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alanina aminotransferase (ALT) (Figuras 71 e 72) no plasma mostraram que os grupos do
cloridrato de doxorrubicina apresentaram elevagdes significativas (p<0,05) nas suas
atividades em fun¢do da dose administrada e em relacdo ao grupo salina uma vez que a
atividade enzimatica das transaminases AST e ALT aumentaram em cerca de 18,88 e de 9,53
vezes, respectivamente em relagdo ao grupo salina a medida que aumentou-se a dose
administrada da DOX mostrando que o efeito hepatotoxico da doxorrubicina ¢ dose-

dependente.
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Dunn’s Methods: *p<0,05.
FIGURA 71: Razdo pos-tratamento / pré-tratamento da transaminase AST em fung¢do da dose

administrada.

Esse fato pode ser confirmado pela literatura que mostra que o figado de ratos tratados
com doxorrubicina apresentou necrose dos hepatocitos, atipia e figuras mitdticas em alguns
hepatocitos além de uma suave inflamagao focal lobular cronica sendo que esse efeito adverso
esta diretamente relacionado a dose administrada (SAAD et al., 2001). Essa necrose hepatica
¢ caracterizada por aumento dos niveis séricos dos biomarcadores ALT ¢ AST (SAAD et al.,
2001; ITO et al., 2001).

Por outro lado, o grupo das microemulsdes sem e com oleato de sddio veiculando
DOX apresentaram uma diminui¢do significativa da atividade enzimatica da transaminase

AST em cerca de 4,15 e de 3,16 vezes, respectivamente quando comparado com a DOX na
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forma farmacéutica convencional (p<0,05) (Figura 71). Essas mesmas ME apresentaram
também uma diminuicao significativa da atividade enzimatica da transaminase ALT em cerca
de 3,74 (ME-S/O) e 2,16 (ME-C/O) vezes, respectivamente quando comparado com DOX na
forma farmacéutica convencional (p<0,05). Porém, quando compara-se as ME com e sem
oleato de sodio (A; e By, Tabelas 2 e 3) veiculando DOX o aumento dessas atividades (AST e
ALT) nao foram significativos (p>0,05) (Figura 71 e 72), esse fato ja era esperado conforme
foi explicado no item anterior.

Os resultados obtidos nas Figuras 71 e 72 também mostraram que essas atividades
(AST e ALT) n3o aumentaram significativamente em relacdo ao grupo controle
(microemulsdes sem DOX) (p>0,05), uma vez que os componentes utilizados nessas ME
contornam problemas de toxicidade (KIBBE, 2000) conforme dito anteriormente (Item
5.2.2.1). Dessa forma, as ME sem DOX contribuem para minimizar o efeito hepatotoxico da

DOX.
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Dunn’s Methods: *p<0,05.

FIGURA 71: Razdo pds-tratamento / pré-tratamento da transaminase ALT em fun¢do da dose

administrada.

Esses resultados sdo esperados uma vez que essas microemulsdes aumentaram a DLs
da DOX (Figura 68), aumentando seu indice terapéutico e minimizam os efeitos adversos da
DOX como a hepatoxicidade (Figuras 71e 72). Além disso, a literatura mostra que sistemas

nanoestruturados apresentam uma reducao da distribuicdo da DOX nos tecidos-alvos tais
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como rim, figado e coragdo quando comparada com a DOX na forma farmacéutica
convencional minimizando seu efeito adverso (WANG e QUINN, 2002) tal como o
hepatotoxico.

Essa reducdo da distribuicdo da DOX pode ser sugerida devido a esses sistemas
nanoestruturados, tal como as microemulsdes estudadas apresentarem-se como um sistema
termodinamicamente estavel, capaz de incorporar a DOX nas goticulas da fase interna
influenciando fortemente na sua liberacdo (Figuras 48 e 67), assim como na sua
biodisponibilidade sendo capazes de minimizar o efeito hepatotoxico da DOX (Figuras 71 e
72), por sua capacidade de obter uma liberacdo prolongada (Figuras 48 e 67), diminuir a
toxicidade aguda (Figura 69) e aumentar a eficcia terapéutica do antineoplasico (Item 5.2.3),
0 que permite a reducdo da dose administrada uma vez que os efeitos adversos potenciais
desse farmaco esta diretamente relacionado a dose-administrada (SAAD et al., 2001; SACCO
et al., 2001; MITRA et al., 2001; ITO et al., 2001) fato confirmado também pelas Figuras 70
e71.

5.2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Sistemas nanoestruturados tais como as ME sdo carreadores coloidais utilizados como
sistemas de liberagdo prolongada de farmacos e podem agir como um veiculo carreador de
farmaco capaz de atingir tecidos ou células tumorais, enquanto protege a inativacao prematura
do principio ativo durante o seu transporte (PRETE et al., 2006; DIAS et al., 2007).

Assim, como veiculo proposto, ¢ esperado aumentar a eficacia da doxorrubicina, visto
que a ME podera proporcionar o aumento da concentracdo de firmaco no sitio de agdo
desejado, reduzindo os efeitos colaterais de forma a permitir a utilizagdo dos farmacos ja
existentes (FORMARIZ et al., 2004). Dessa forma, testes farmacologicos devem ser
realizados para garantir a eficdcia terapéutica no uso da DOX quando incorporada em ME.

A atividade antitumoral “in vivo” das microemulsdes com e sem oleato de sodio
contendo doxorrubicina em tumores ascitico de Erlich estdo demonstrados nas Figuras 73 ¢ 74
através do peso relativo do tumor (%) em fun¢do das doses administradas (2,5; 5 e 10mg/Kg).
O peso relativo do tumor (%) em cada grupo foi o parametro escolhido para realizar as
comparagdes entre os grupos. As microemulsdes estudadas (Tabelas 2 e 3) foram

administradas nos animais logo ap6s o preparo.
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FIGURA 73: Efeito antitumoral “in vivo” da microemulsdo com oleato de sddio contendo

doxorrubicina.

Os resultados (Figuras 73 e 74) referentes ao peso relativo do tumor (%) mostraram
que os grupos do cloridrato de doxorrubicina apresentaram inibigdo significativa da atividade
tumoral (p < 0,05) em rela¢do ao grupo salina uma vez que a DOX reduziu o peso relativo do
tumor cerca de 3,48 vezes em relacdo ao grupo salina. Fato esperado ja que a DOX apresenta
atividade citotdxica e, portanto foi utilizada com o objetivo de padronizar a resposta biologica
da linhagem celular utilizada (TAE) a este fArmaco, sendo essa determinag¢do utilizada como
controle de qualidade da cultura celular. Pois, foi determinado o perfil de quimiosensibilidade
da linhagem celular a DOX, a fim de assegurar a confiabilidade da cultura celular, garantindo
que a mesma nao sofreu mutagdes, alterando a linhagem padrao (SACOMAN, 2007).

As analises dos resultados (Figuras 73 e 74) mostraram que as ME sem e com oleato
utilizadas como controle e/ou branco do sistema ndo apresentaram atividade antitumoral
significativa (p> 0,05) quando comparado com o grupo do Cloridrato de doxorrubicina, ja que
os componentes utilizados contornam problemas de toxicidade (KIBBE, 2000), podendo
confirmar que nessas porcentagens de fase oleosa, aquosa e mistura tensoativa (A; e By,
Tabelas 2 e 3) os sistemas estudados ndo sdo capazes de inibir o crescimento do TAE
demonstrando que esses sistemas ndo potencializam o efeito antitumoral do firmaco para a
linhagem utilizada conforme ja foi demonstrado nos ensaios de atividade antitumoral “in

vitro” (FORMARIZ, 2004).
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As microemulsdes com e sem oleato de sodio contendo DOX (Figuras 73 e 74)
apresentaram uma redugdo significativa do peso relativo do tumor em cerca de 3,84 ¢ 5,18
vezes (ME-OS — 1,5% CHO) e cerca de 2,17 e de 3,27 vezes (ME sem OS — 3% CHO) para
as doses de 2,5 e S5Smg/Kg, respectivamente quando comparado com o grupo salina (p< 0,05).
A atividade antitumoral da dose de 10mg/Kg das ME com e sem oleato de sédio ndo puderam
ser avaliadas uma vez que todos os animais morreram durante os 15 dias de experimento.

Embora, a inibi¢ao da atividade tumoral em func¢do da dose administrada de DOX-ME
com e sem OS e em relagdo ao grupo do Cloridrato de DOX nao foi significativa (p>0,05); os
resultados mostraram que a atividade citotdxica do farmaco quando veiculado em ME foi
potencializada (Figuras 73 e 74, 2,5mg/Kg de DOX-ME), apesar das ME liberarem uma
quantidade menor de DOX na célula tumoral quando comparado com o farmaco livre uma
vez que esses sistema apresentam-se como sistemas reservatorios da DOX proporcionando
uma liberacdo prolongada “in vitro” (Figuras 48 ¢ 67). Esse fato pode ser afirmado, pois com
uma dose duas vezes menor a DOX-ME fez o mesmo efeito que o farmaco livre (Figuras 73 e
74), além de reduzir a toxicidade em animais (Figura 69). Assim, os resultados de toxicidade
aguda (Figura 69) associados aos resultados de atividade antitumoral (Figuras 73 e 74)
mostraram que os sistemas microemulsionados aumentaram o indice terapéutico da DOX e
consequentemente, sua eficacia terapéutica.

A potencializagdo do efeito antitumoral da DOX-ME provavelmente deve estar
relacionada a alteragdo do processo de distribuicdo do fArmaco uma vez que esses sistemas
(A e By, Tabelas 2 e 3) alteram a permeabilidade celular, facilitando a entrada da DOX na

célula tumoral e portanto, favorece sua atividade antitumoral.
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FIGURA 74: Efeito antitumoral “in vivo” da microemulsdo sem oleato de soddio contendo

doxorrubicina.

Assim, os resultados de caracterizagdo fisica, estabilidade, toxicidade aguda,
parametros bioquimicos e atividade antitumoral “in vivo” obtidos nesse trabalho indicam que
a nanoencapsulagdo continua sendo uma alternativa para a aplicacao terapéutica de fA&rmacos
com acdo antitumoral, tanto para a obten¢do de uma melhor eficécia terapéutica quanto para a

minimizac¢do dos efeitos toxicos.
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VI. CONCLUSAO

6. CONCLUSAO:

A andlise dos resultados das caracteristicas fisico-quimicas, da estabilidade fisica, da
toxicidade aguda, dos pardmetros bioquimicos e da atividade antitumoral “in vivo” da
doxorrubicina incorporadas em microemulsdes lipidicas estabilizadas com EU/FS/OS

(35:35:30 p/p) e EU/ES (1:1 p/p) possibilitaram as seguintes conclusoes:

* As ME comportam-se como fluidos ndo-newtonianos.

* As ME contendo OS comportam-se como sistemas pseudoplasticos e tixotropicos,

o que facilita a aplicagdo via parenteral.

* As ME sem OS comportam-se como sistemas plasticos e tixotropicos, facilitando

também a aplicagdo via parenteral.

» A viscosidade aparente das ME aumenta a medida que a concentracio de CHO

aumenta e/ou a DOX ¢ incorporada no sistema.

* As medidas de complidancia e G ¢ G” mostram que as ME contendo OS
apresentam comportamento tipico de sistemas liquidos viscosos, a qual a componente elastica

¢ desprezivel.

* As medidas de complidncia e G’ ¢ G” mostram que as ME sem OS e as ME com e
sem OS contendo DOX apresentam comportamento tipico de sistemas viscosos com uma
componente elastica acentuada, apresentando comportamento viscoelastico. Esse fato ¢

favorecido a medida que a concentragdo de CHO aumenta e a DOX ¢ incorporada no sistema.

* As medidas de microscopia de luz polarizada, SAXS e difragdo de raio-X indicam
a presenca de sistemas com fases microemulsionadas, porém quando a concentragdo de CHO
aumenta e/ou quando a DOX ¢ incorporada ao sistema ocorre a formag¢ao de CHO lamelar e
CHO na forma cristalina visto que a estruturagdo do sistema ¢ dependente da relagdo

tensoativo/fase oleosa.
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» As medidas de microscopia de luz polarizada, SAXS e difragdo de raio-X também
mostraram que o grau de cristaliza¢do do colesterol ¢ ainda mais favorecido a medida que se

aumenta a concentra¢do de CHO e quando a DOX ¢ incorporada ao sistema.

» Os estudos de estabilidade mostraram que a inclusdo do OS a mistura tensoativa
(EU/FS) favorece a estabilidade do sistema uma vez que este reduz o parametro de
empacotamento critico da FS, por aumentar a hidrofilia da mistura tensoativa, permitindo uma
maior flexibilidade do filme interfacial para obter a curvatura necessaria para a formacdo de

goticulas na ordem de nandmetros.

* As ME sem OS apresentaram uma dose letal média cerca de 1,8 (ratos) e 2,6
(camundongos) vezes maior do que a forma farmacéutica convencional, no caso o po

liofilizado do cloridrato de doxorrubicina.

* As ME com OS apresentaram uma dose letal média cerca de 2,8 (ratos) e 6
(camundongos) vezes maior do que a forma farmacéutica convencional, no caso o po
liofilizado do cloridrato de doxorrubicina e cerca de 1,56 (ratos) e 1,7 (camundongos) vezes

maior do que a ME sem oleato de sodio contendo DOX.

= A DLs obtida em camundongos foi cerca de 1,35, 1,98 ¢ 2,15 (DOX, ME sem OS
e ME-OS, respectivamente) vezes maior do que quando comparada em ratos, pois a absorcao,
a distribuicdo, a metabolizacdo e a elimina¢ao da DOX e da DOX-ME ocorrem em funcao da

taxa metabolica basal (TMB) do animal e esses animais apresentam TMB diferentes.

* As ME com e sem OS apresentaram uma diminuicdo da atividade da isoenzima
MB da creatinina kinase em cerca de 1,79 e de 1,31 vezes, respectivamente quando

comparado com a DOX na forma farmacéutica convencional.

* As ME sem e com OS apresentaram uma diminuicdo da atividade enzimatica das
transaminases AST em cerca de 4,15 e de 3,16 vezes, respectivamente quando comparado

com a DOX na forma farmacéutica convencional.
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* As ME sem e com OS apresentaram uma diminuicao da atividade enzimadtica das
transaminases ALT em cerca de 3,74 e de 2,17 vezes, respectivamente quando comparado

com a DOX na forma farmacéutica convencional.

* As ME sem e com OS minimizaram a cardiotoxicidade e a hepatotoxicidade da

DOX comparado com a DOX na forma farmacéutica convencional.

* As ME com e sem OS apresentaram uma reducao significativa do peso relativo do
tumor em cerca de 3,84 ¢ 5,18 vezes (ME-OS) e cerca de 2,17 e de 3,27 vezes (ME sem OS)

para as doses de 2,5 e 5Smg/Kg, respectivamente quando comparado com o grupo salina.

* As ME com e sem OS potencializaram a atividade antitumoral da DOX quando

comparado com a DOX na forma farmacé€utica convencional.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 130

VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABOOFAZELI R.; BARLOW, D.; LAWRENCE, M.J., Particle size analysis of concentrated
Phospholipid microemulsions II. Photon correlation spectroscopy. APPS PharmSci., v.2, n.3,
E.19, 2000.

ACTIS, G.C., VOPES, R., RIZZETTO, M. Oral microemulsion cycloposrin to reduce steroids
rapidaly in chronic active ulcerative colitis. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol., v.11, p.905-908,
1999.

ADES, A.; CARVALHO, J.P.; GRAZIANI, S.R.; AMANCIO, R.F.; SOUEN, J.S.; PINOTTI,
J.A.; MARANHAO, R. C. Uptake of a cholesterol-rich emulsion by neoplastic ovarian
tissues. Gynecol. Oncol., v.82, p.84-87, 2002.

ALLEN, T.M.; CHONN, A. Large unilamellar liposomes with low uptake into the
reticuloendotelial system. FEBS Lett, v.223, p.42-46, 1987.

ALTIERI, D.C. The molecular basis and potential role of survival in cancer diagnosis and

therapy. Mol. Med., v.7, p.1-6, 2001.

ANDRESEN, T. L.; JENSEN, S. S.; JORGENSEN, K. Advanced strategies in liposomal
cancer therapy: Problems and prospects of active and tumor specific drug release. Prog. Lip.

Res., v. 44, p.68-97, 2005.

ARAUIJO, J. Biologia, 2004. [Online] Disponivel em: http:/www.dbio.uervora. pt Acesso
em: 29, Jun., 2005.

ASHIKAWA, K.; SHISHODIA, S.; FOKT, I.; PRIEBE, W.; AGGARWALL, B.B. Evidence
that activation of nuclear factor KB is essential for the cytotoxic effects of doxorubicin and its

analogues. Bioch. Pharm., v.67, p.353-364, 2004.

ATKINSON, H.V. Modelling the semisolid processing of metallic alloys. Prog. Mat. Sci., v.
50, p.341-412, 2005.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 131

AZEVEDO, C.H.; CARVALHO, J.P.; VALDUGA, C.J.; MARANHAO, R.C. Plasma
kinetics and uptake by the tumor of a cholesterol-rich microemulsion (LDE) associated to

etoposide oleate in patients with ovarian carcinoma. Gynecol. Oncol., v.97, p.178-182, 2005.

BAPTISTA, M.Z. Doxorrubicina lipossomal peguilada no tratamento do cancer de mama

metastatico. Prat. Hosp., n.37, p.2012-2037, 2005.

BARRATT G. Therapeutic applications of colloidal drug carriers. Pharm. Sci. Tech. Today,
v.3, p.163-171, 2000.

BARRAUD, L., MERLE, P., SOMA, E., LEFRANCOIS, L., GUERRET, S., CHEVALLIER,
M., DUBERNET, C., COUVREUR, P., TREPO, C., VITVITSKI, L. Increase of doxorubicin
sensitivity by doxorubicin-loading into nanoparticles for hepatocellular carcinoma cells in

vitro and in vivo. J. Hepatol., v.42, p.736-743, 2005.

BARROS, S.B.M.; DAVINO, S. Avalia¢do da Toxicidade. In: OGA, S. Fundamentos de
Toxicologia. 2ed. Sdo Paulo: Editora Atheneu, 2003. cap. 1.5, 59-67p.

BATISTA, C.M.; CARVALHO, C.M.B.; MAGALHAES, N.S.S. Lipossomas e suas
aplicagoes terapéuticas: Estudo da arte. Rev. Bras. Ciénc. Farm., v.43, p.167-198, 2007.

BATRAKOVA, E.V.; DORODNYCH, T.Y.; KLINSKII, E.Y.; KLIUSHNENKOVA, E.N;
SHEMCHUKOVA, O.B.; GONCHAROVA, O.N. Anthracycline antibiotics non-covalently
incorporated into the block copolymer micelles: “In vivo” evaluation of anti-cancer activity.

Br. J. Cancer, v.74, p.1545-52, 1996.

BERRY, G.; BILLINGHAM, M.; ALDERMAN, E.; RICHARDSON, P.; TORTI, F.;
MARTIN, F.J. The use of cardiac biopsy to demonstrate reduced cardiotoxicity in AIDS
Kaposi’s sarcoma patients treated with pegylated liposomal doxorubicin. Ann. Oncol., v.9,

p.711-716, 1998.

BEAUCAGE, G.; ULIBARRI, T.A.; BLACK, E.P.; SCHAEFER, D.W. Multiple size scale

structures im silica- siloxone composites studied by small — angle scattering. Schaefer,

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 132

Hybrid Organic Inorganic Composites, Washington: American Chemical Society, 1995,

Chapter 9.

BHARGAVA, H.N.; NARURKAR, A.; LIEB, L.M.. Using microemulsions for drug delivery.
Pharm. Technol., v.3, p.46-54, 1987.

BIGHETTI, A.E.; ANTONIO, M.A.; POSSENTI, A.; FOGLIO, M.A ; SIQUEIRA, M.G.;
CARVALHO, J.E. Efeitos da administracdo aguda e subcronica da Luehea divaricata Martus

et Zuccarini, Lec., v.22, p.53-58, 2004.

BIOMOL, 2005. Disponivel em: http://www.biomol.net. Acesso em: 27 de margo de 2006.

BORDINI, C.V. Caracterizacdo, estabilidade e propriedades magnéticas do polimero
quitosana ferro. 2006. 67f. Dissertagio (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -
Universidade do Vale do Itajai, Itajai, 2006.

BORNE, J.; NYLAMDER, T.; KHAN, A. Phase behaviour and aggregate formation for the
aqueous monoolein system mixed with sodium oleate and oleic acid. Lang., v.17, p.7742-

7751, 2001.

BOUKET, R.J.; OLSON, R.D.; BRENNER, D.E.; OGUNBUNMI, E.M.; INUI, M,
FLISCHER, S. The major metabolite of doxorubicin is a potent inhibition of membrane-

associated ion pumps. J. Biol. Chem., v.262, p.15851-15856, 1987.

BRINON, L.; GEIGER, S.; ALARD, V.; DOUCET, J.; TRANCHANT, J-T., COUARRAZE,
G. Percutaneous absorption of sunscreens form liquid crystalline phases. J. Control. Rel.,

v.60, p.67-76, 1999.

BURTIS, C.A.; ASHWOOD, E.R. Tietz fundamentals of clinical chemistry. 51 ed.
Philadelphia: W.B. Saunders, 2001, 1091p.

CALTEL, L.; CERUTI, M.; DOSEO, F. From conventional to stealth liposomes: a new
frontier in cancer chemotherapy. Tum., v.89, p.237-239, 2003.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 133

CERA, R.F.L. Estudo da Incorporac¢édo do Diclofenaco Sodico com Microemulsdo Lipidicas:
Formulacdo e Liberacdo “in vitro”. 2001. 145f.. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, Universidade Estadual

Paulista, Araraquara, 2001.

CHABNER, A.; CALABRESI, P. Chemoterapy neoplasic diseases. In:. GOODMAN&
GILMAN’S. The pharmacological bais of therapeutics. 10th ed.The McGraw-Hill
Companies, Inc., USA, 2001, cap.25, p.1381-1459.

CHANDY, T.; SHARMA, C.P. Effect of liposome-albumin coatings on ferric ion retention
and release from chitosan beads. Biomat., v.17, p.61-66, 1996.

CHAKRABARTI, K.B.; HOPEWELL, J.W.; WILDING, D.; PLOWMAN, P.N. Modification
of doxorubicin — induced cardiotoxicity: effect of essential fatty acids and ICRF-187

(dexrazone). Eur. J. Canc., v.37, p.1435-1442, 2001.

CHARROIS, G.J.R.; ALLEN, T.M. Drug release rate influences the pharmacolgy cinetics
biodistribuition, therapeutic activity, and toxicity of pegylated liposomal doxorubicin

formulations in murine breast cancer. Bioch. Bioph. Act., v.1663, p.167-177, 2004.

CHEN, C. T.; IDZERDA, Y. U.; LIN, H.J.; SMITH, N.V.; MEIGS, G.; CHABAN, E.; HO,
G. H.; PELLEGRIN, E.; SETTE, F. Experimental Confirmation of the X-Ray Magnetic
Circular Dichroism Sum Rules for Iron and Cobalt. Phys. Rev. Lett., v.75, p.152-155,
1995.

CHIANNIKULCHAI, N., AMMOURY, N., CAILLOU, B., DEVISSAGUET, J.P.,
COUVREUR, P. Hepatic tissue distribution of doxorubicin-loaded nanoparticles after IV
administration in reticulosarcoma MS5076 metastasis-bearing mice. Canc. Chemother.

Pharmacol., v.26, p.122-6, 1990.

CHIAVACCI, L.A. Formacao de sois e géis a partir de solu¢Ges aquosas de oxicloreto de

zirconio: efeito da modificacdo por sulfato na termoreversibilidade da transicdo sol-gel.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 134

1996.88f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica de Araraquara,

Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 1996.

CHOU, H.; WANG, K.; CHEN, C.; WEI, L.; LAIL C.; HSIEH, C.; YANG, Y.; TWU, N,
CHANG, T.; YEN, M. Pegylated liposomal doxorubicin (Lipo-Dox®) for platinum-resistant
or refractory epithelial ovarian carcinoma: A Taiwanese gynecologic oncology group study

with long-term follow-up. Gynecol. Oncol., v.101, p.423-428, 2006.

CODDE, J.P.; LUMSDEN, A.J; NAPOLI, S.; BURTON, M.A.; GRAY, B.N. A
comparative-study of the anticancer efficacy of doxorubicin carrying microspheres and

liposomes using a rat-liver tumor-model. Anticanc. Res., v.13, p.539-43, 1993.

COELHO, J.P. Avaliacdo da biocompatibilidade de magnetolipossomas a base de
nanoparticulas de maghemita. Brasilia, 2008, 85f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2008.

CONSTANTINIDES, P.P. Lipid Microemulsions for Improving Drug Dissolution and Oral
Absorption: Physical and Biopharmaceutical Aspects. Pharm. Res., v.12, p.1561-1572, 1995.

CONSTANTINIDES, P.P.; LANCASTER, C.M.; MARCELLO, J.; CHIOSSOME, D.C.;
ORNER, D.; HIDALGO, I.; SMITH, P.L.; SARKAHIAN, A.B.; YIV, S.H.; OWEN, A.J.
Enhanced intestinal absorption of an RGD peptide from water-in-oil microemulsions of

different composition and particle size. J. Control. Rel., v.34, p.109-116, 1995.

CORREA, M.A. Incorporagdo de naproxeno em sistema microemulsionado: liberagdo in
vitro e avaliacdo bioldgica.1996. Dissertacdo (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 1996.

CORREA, M.A.; SCARPA, M.V.; FRANZINI, M.C.; OLIVEIRA, A.G. On the incorporation
of the non-steroidal anti-inflammatory naproxen into cationic O/W microemulsions. Coll.

Surf. B, v.43, p.106-112, 2005.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 135

CORTESI, R.; ESPOSITO, E.; MAIETTI, A.; MENEGATTI, E.; NASTRUZZI, C.
Formulation study for the antitumor drugs camptothecin: Lipossomes, micellar solution and a

microemulsion. Int. J. Pham., v.159, p.95-103, 1997.

CORTESI, R.; NASTRUZZI, C. Lipossomes, micelles and microemulsion as new delivery
systems for citotoxic alkaloids. Rev.-Res. Foc., v.2, p.288-298, 1999.

COUVREUR, P.; KANTE, B.; GRISLAIN, L.; ROLAND, M.; SPEISER, P. Toxicity of
polyalkylcyanocrylate nanoparticles. II. Doxorubicin loaded nanoparticles. J. Pharm. Sci.,
v.71, p.790-793, 1982.

CRUZ, D’J.0.; UCKUN, M.F., Gel-microemulsions as vaginal spermicidal and intravaginal
drug delivery vehicles. Contracep., Stoneham, v.64, p.113-123, 2001.

CUNHA-JUNIOR, A.; FIALHO, S.L.; CARNEIRO, L.B.; OREFICE F. Microemulsdes
como veiculo de drogas para administragdo ocular topica. Arg. Bras. Oftal., v.63, p.285-391,
2003.

CZARNECKI, A.; HINEK, A.; SOLTYSIAK-PAWLUCZUK, D. Adriamycin — induced
cardiomiophathy, a rat model. Pol. J. Pharmacol. Pharm., v.38, p.171-177, 1986.

DALMORA, M.E.A.; DALMORA, S.L.; OLIVEIRA, A.G.. Inclusion complex of piroxicam
with B-cyclodextrin and incorporation in cationic microemulsion. In vitro drug release and in

vivo topical anti-inflammatory effect. Int. J. Pharm., v.222, p.45-55, 2001.

DEFRANCESCO, T.C.; HAUCK, M.L. What’s new in doxorubicin-induced cardiotoxicity.
In: AMERICAN COLLEGE OF VETERINARY INTERNAL MEDICINE FORUM, 18.,
2000, Seattle, Washington. Proceed. p.121-122.

DIAS, M.LN.; CARVALHO, JP; RODRIGUES, D.G., MARANHAO, R.C.
Pharmacokinetics and tumor uptake of a derivatized form of paclitaxel associated to a

cholesterol-rich nanoemulsion (LDE) in patients with gynecologic cancers. Canc. Chem.

Pharmacol., v.59, p.105-111, 2007.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 136

DICKINSON, E. An introduction to foods Colloids. Oxford: Oxford Science Publications,
1992, cap.3.

DUNCAN, R. Drug polymer conjugates — potential for improved chemotherapy. Anti-
Cancer Drugs, v.3, p.175-210, 1992.

EARLY BREAST CANCER TRIALISTS” COLLABORATIVE GROUP. Polychemotherapy
for early breast cancer: An overview of the randomised trials. Lanc., v.352, p.930-942, 1998.

EPAND, R. M., BACH, D.; BOROCHOV, N., WACHTEL, E. Cholesterol Crystalline
Polymorphism and the Solubility of Cholesterol in Phosphatidylserine. Biophys. J., v.78,
p.866-873, 2000.

EPAND, R. M., BACH, D.; EPAND, R.F. ; BOROCHOV, N., WACHTEL, E. A New High-
Temperature Transition of Crystalline Cholesterol in Mixtures with Phosphatidylserine.

Biophys. J., v.81, p.1511-1520, 2001.

EZRAHI, S.; ASERIN, A.; GARTI, N. Aggregation behavior in one-phase (Winsor 1V)
microemulsion systems. In: KUMAR, P.; MITTAL, K.L., ed. Handkook of Microemulsion
Science and Technology. New York: Marcel Dekker, 1999. cap.7, p.195-240.

FA, N.; BABAH, V.G.; STEBE, M. The release of caffeine from hydrogenated and
fluorinates gel emulsions and cubic phases. Coll. Surf. A: Physicochem. Eng. Aspects, v.243,
p.117-125, 2004.

FAMAP- NUTRICAO PARENTERAL. Emulsdes lipidicas TCM/TCL, 2008. [Online]

Disponivel em: http://www.famap.com.br/lipides.asp Acesso em: 10, Jan., 2008.

FARKAS, E.; ZELKO, R.; NEMETH, Zs.; PALINKAS, J.; MARTON S.; RACZ, 1. The
effect of liquid crystalline structure on chlorhexidine diacetate release. Int. J. Pharm., v.193,
p.239-245, 2001.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 137

FERRAZ, E.R.; ALVES, M.C.M. Marcadores bioquimicos de injaria cardiaca, 2002. [Online]
Disponivel em: http:/www.crfmg.org.br/GEAC/ARTIGOS/artigos_marcbiog2.htm Acesso em:
27, Out., 2006.

FIALHO, S.L.; CUNHA-JUNIOR, A.S. Sistemas de transportadores de drogas para o seguimento
posterior do olho: bases fundamentais ¢ aplicagdes. Arg. Bras. Oftalmol., v.70, p.173-179, 2007.

FLORENCE A.T., ATTWOOD D. Solubility and partitining of drugs. In_. Physicochemical
principles of pharmacy. 2™ ed. London: Macmillan Press, 1998. cap.5, p.132-171.

FORMARIZ, T.P. Incorporacdo da doxorrubicina em microemulsfes estabilizadas por
fosfatidilcolina de soja e estudo da atividade antiproliferativa ““in vitro” através de cultura
de células. 2004. 199f. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2004.

FORMARIZ, T.P., WANCZINSKI, B.J; JUNIOR-SILVA, A.A.; SCARPA, M.V.
OLIVEIRA, A.G. Biotecnologia de sistemas coloidais aplicdvel na otimizacdo do efeito

terapéutico de farmacos usados no tratamento do cancer. Infar., v.16, p.44-57, 2004.

FORMARIZ, T.P.; URBAN, M.C.C.; A.A. SILVA-JUNIOR; GREMIAO, M.D.; OLIVEIRA,
A.G. Microemulsdes e fases liquidas cristalinas como sistemas de liberagdo de farmacos. Rev.

Bras. Cién. Farmac., v.41, p.301-313, 2005.

FORMARIZ, T.P., SARMENTO, V.H.V: SILVA-JUNIOR, A.A.; SCARPA, M.V.:
SANTILLI, C.V.; OLIVEIRA, A.G.. Doxorubicin biocompatible O/W microemulsion
stabilized by mixed surfactant containing soya phosphatidylcholine. Coll. Surf. B-Biointerf.,
v.51, p.54-61, 2006.

FORMARIZ, T.P.; CHIAVACCI, L.A.; SARMENTO, V.H.S.; SANTILLI, C. V.; EGITO,
E.S.T; OLIVEIRA, A. G. Relationship between structural features and in vitro release of

doxorubicin from biocompatible anionic microemulsion. Coll. Surf. B-Biointerf., v.60, p.28-

35, 2007.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 138

FORMARIZ, T.P.; CHIAVACCI, L.A.; SARMENTO, V.H.S.; FRANZINI, C.M.; SILVA-
JUNIOR, A.A.; SCARPA, M.V.; SANTILLI, C.V.; EGITO, E.S.T.; OLIVEIRA, A.G.
Structural changes of biocompatible neutral microemulsions stabilized by mixed surfactant
containing soya phosphatidylcholine and its relationship with doxorubicin release. Coll. Surf.

B-Biointerf., v.63, p.287-295, 2008.

FRANZINI, C.M. Estudo de microemulsdes e subemulsdes contendo anfotericina B para
administragdo oral. 2006. 119f. Dissertagio (Mestrado). Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2006.

FROKJAER, S.; HIORTH, E.L.; WORTS, O. Stability testing of liposomes during
storage. In: GREGORIADIS, G. Liposome Technology. Boca Raton: CRC, 1989. v.1,
p.241-243.

GABBOUN, N.H.; NAJIB, N.M.; IBRAHIM, H.G.; ASSAF, S. Release of salicylic acid and
diclofenac acid salts from isotropic and anisotropic nonionic surfactant sustems across rat

skin. Int. J. Pharm., Amsterdam, v.212, p.73-80, 2001.

GABIZON, A.A. Liposomal antracyclines. Hematol. Oncol. Clin. North Am., v.8, p.431-450,
1994.

GABIZON, A.; MARTIN F. Poliethylene glycol-coated (pegylated) liposomal doxorubicin.
Rationale for use in solid tumors. Drug., v.54, p.15-21, 1997.

GLATTER, O. Small-angle-X-rays scattering. London: Academic Press, 1982.

GIBAUD, S.; DEMOY, M.; ANDREUX, J.P.; WEINGARTEN, C.; GOURITIN, B. Cells
involved in the capture of nanoparticles in hematopoietic organs. J. Pharm. Sci., v.85, p.944-
950, 1996.

GILL, P.S.; ESPINA, B.M.; MUGGIA, F.; CABRIALES, S.; TULPULE, A.; ESPLIN, J.A_;
LIEBMAN, H.A.; FORSSEN, E.; ROSS, M.E.; LEVINE, A.M. Phase I/Il clinical and
pharmacokinetic evaluation of liposomal doxorubicin. J. Clin. Oncol., v.14, p.2353-2364,
1996.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 139

GOMES, N.G.L.; MILANEZ, M.C (Ed.). Biologia dos Tumores. In: Gomes , R.. Oncologia
Basica. Revinter, Rio de Janeiro, 1997, p.18-35.

GOODWIN, S.C.; BETTNER, C.A.; PETERSON, C.L.; WONG, G. Single-dose toxicity
study of hepatic intra arterial infusion of doxorubicin coupled to a novel magnetically targeted

drug carrier. Toxicol. Sci., v.60, p.177-183, 2001.

GRAESSLEY, W.W. In: EISEMBERG, E.; GRAESSEY, W.W.; MANDELKEN, L.
KOENING, J.L. Phys. Proper. Polym., American Chemical Society, 1984, cap.3.

GRAZIANI, S.R.; IGREJA, F.A.F.; HEGG, R.; MENEGHETTI, C.; BRANDIZZI, L.1;
BARBOZA, R.; AMANCIO, R.F.; PINOTTI, J.A., MARANHAO, R.C. Uptake of a
cholesterol-rich emulsion by breast cancer. Gynecol. Oncol., v.85, p.493-497, 2002.

GUSTAFSSON, J.; LJUSBERG-WAHREN, H.; ALMGREN, M.; LARSSON, K. Submicron
particles of reversed lipid phases in water stabilized by nonionic amphiphilic polymer. Lang.,

v.13, p.6964-6971, 1997.

HALBERT, G.W.; STUART, J.F.B.; FLORENCE, A.T. The incorporation of lipide-soluble
antineoplasic agents into microemulsions-protein-free analogues of low-density lipoprotein.

Int. J. Pharm., v.21, p.219-232, 1984.

HANKS, R.W. Axial laminar-flow of yield-pseudoplastic fluids in a concentric annulus.

Indus. Eng. Chem. Proc. Des. Dev., v.18, p.488-493, 1974.

HASKELL, R.J. Characterization of submicron system via optical methods. J. Pharm. Sci.,
v.87, p.125-129, 1998.

HERAI, H. Obtencdo e caracterizacdo de formulacdes contendo doxorubicina para a
quimioterapia topica do cancer de pele: iontoforese versus promotor de absorcao 2004. 165
f. Dissertacdo (Mestrado em Farmaco ¢ Medicamentos). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, 2004.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 140

HOAR, T.P., SCHULMAN J.H. Transparent water-in-oil dispersions: the oleopathic
hydromicelle. Nat., v.152, p.102-105, 1943.

HOU, G.; DICK, R.; ABRAMS, G.D.; BREWER, G.J. Tetrathiomolybdate protects against
cardiac damage by doxorubicin in mice. J. Lab. Clin. Med., v.146, p.299-303, 2005.

HUNGRIA, V.T.M.; LATRILHA, M.C.M.; RODRIGUES, D.G.; BYDLOWSKI, S.P;
CHIATTONE, C.S.; MARANHAO, R.C. Metabolism of a cholesterol-rich microemulsion
(LDE) in patients with multiple myeloma and a preliminary clinical study of LDE as a drug
vehicle for the treatment of the disease. Canc. Chem. Pharmacol., v.53, p.51-60, 2004.

HYDE, S.T. Identification of lyotropic liquid crystalline mesophases. In: HOLMBERG, K.,
ed. Handbook of Applied Surface and Colloid Chemistry. New York: John Wiley & Sons,
2001. cap.16, p.299-332.

IBRAHIM, H.G.; SALLAM, E.; TAKIEDDIN, M.; HABBOUB, M. Effects of solutes
characteristics and concentration on a lyotropic liquid crystal: solute-induced phase change.

Pharm. Res., Arlington, v.10, p.737-742, 1993.

IKE, O.; SHIMIZU, Y.; IKADA, Y.; WATANABE, S.; NATSUME, T.; WADA, R.
Biodegradation and antitumour effect of adriamycin-containing poly(L-lactic acid)

microspheres. Biomat., v.12, p.757-62, 1991.

ISRAELACHVILIE, J.N.; MITCHELL, D.J.; NINHAM, B.W.J. Chem. Soc. Far. Trans.,
v.72, p.1525, 1976,

ITO, K.; OZASA, H., NAGASHIMA, Y., HAGIWARA, K., HORIKAWA, S.
Pharmacological preconditioning with doxorubicin: Implications of heme oxygenase-1
induction in doxorubicin — induced hepatic injury in rats. Bioch. Pharmacol., v.62, p.1249-
1255, 2001.

KAYSER, O.; OLBRICH, C.; YARLEY,V.; KIDERLEN, A.F.; CROFT, S.L. Formulation of
amphotericin B as nanosuspension for oral administration. Int. J. Pharm., v.254, p.73-75,

2003.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 141

KEGEL, W.K.; OVERBEEK, J.T.G.; LEKKERKERKER, H.N.W. Thermodinamics of
microemulsions I. In. KUMAR, P.; MITTAL, K.L. (Eds). Handbook of microemulsion
science and technology. Dekker, Basel, New York, 1999, p.13-44.

KIBBBE, A.H. (Ed.) Handbook of pharmaceutical excipients, 3" ed. Publicado por The

Americam Pharmaceutical Association, London, United Kingdom, 2000, 665p.

KISSEL, T., LI, Y.X., VOLLAND, C., GORICH, S., KONEBERG, R. Parenteral protein
delivery systems using biodegradable polyesters of ABA block structure, containing
hydrophobic poly(lactide-co-glycolide) A blocks and hydrophilic poly(ethylene oxide) B
blocks. J. Control. Rel., v.39, p.315-26, 1996.

KORHONEN, M. Rheological properties of pharmaceutical creams containing sorbitan fatty
acid ester surfactants. 2004. 58fls. Academic Dissertation — Department of Pharmacy,
University of Helsinki, Finland, 2004.

KORHONEN, M.; HIRVONEN, J.; PELTONEN, L.; ANTIKAINEN, O.; YRJANAINEN,
L.; YLIRUUSI, J. Formation and characterization of three-component-sorbitan monoester

surfactant, oil and water-creams. Int. J. Pharm., v.269, p.227-239, 2004.

KREILGAARD, M. Influence of microemulsions on cutaneous drug delivery. Adv. Drug Del.
Rev., Arlington, v.54, p.77-98, 2002.

LACHMAN, L; LIBERMAN, H.; KANIG, L.J. Teoria e Pratica na industria farmacéutica.
3" ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 2001, p.1143.

LARINI, L. Toxicologia. 3ed. Sao Paulo: Editora Manole, 1997. cap.2, 43-45p.

LAWRENCE, M.J; REES, D.G. Microemulsions-based as novel drug delivery systems. Adv.
Drug Deliv. Rev., v.45, p.89-121, 2000.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 142

LEAKAKOS, T.; JI, C.; LAWSON, G.; PETERSON, C.; GOODWIN, S. Intravesical
administration of doxorubicin to swine bladder using magnetically target carriers. Canc.

Chem. Pharmacol.,v.51, p.445-450, 2003.

LECOMTE, A. Application de la diffusion des rayons-X a I’ etude de separations phases

amorphes et aux procedes sol-gel. 1988. Tese (Doutorado) L’ Université de Limoges, 1988.

LEE, M.J.; LEE, M.H.; SHIN, C.K. Inverse targeting of drugs to reticuloendothelial system-
rich organs by lipid microemulsion emulsified with poloxamer 338. Int. J. Pharm., v.113,

p.175-187, 1995

LEFRAK, E.A.; PITHA, J.; ROSENHEIM, S., GOTTLEIB, T. A clinicopathologic analysis
of adrimycin cardiotoxicit. Canc., v.32, p.302-314, 1973.

LEHNINGER, A.L. Principios de bioquimica. 2* ed. Sdo Paulo: Sarvier, 2000.839p.

LITCHFIELD — Jr, J.T.; WILCOXON, F. A simplifield method of evaluating dose-effect
experiments. J. Pharmacol. Exp. Ther., v.96, p.99-113, 1949.

LIU, F.; LIU, D. Long circulating emulsions (oil-in-water) as carriers for lipophilic drugs.

Pharm. Res., v.12, p.1060-4, 1995.

LOOMIS, T.A. Fundamentos de toxicologia. Zaragoza, Espanha:Acribia, 1974. 35p.

LOOMIS, C.R.; SHIPLEY, G.G.; SMALL, D.M. The phase behavior of hydrated cholesterol.
J. Lip. Res., v.20, p.525-535, 1979.

LORENZO, E.; RUIZ, C.R.; QUESADA, A.J.. HERNANDEZ, A. RIVAS, A.L.:
REDONDO, J.M. Doxorubicin induces apoptosis and CD95 gene expression in human
primary endothelial cell through a p53 dependent mechanisms. J. Biol. Chem., v.277,
p-10883-10892, 2002.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 143

LUKYANOV, A. N.; ELBAYOUMI, T. A.; CHAKILAM, A. R.; TORCHILIN, V.P. Tumor-
targeted liposomes: doxorubicin-loaded long-circulating liposomes modified with anti-cancer

antibody. J. Control. Rel., v.100, p.135-144, 2004.

LUNDBERG, B.B.; MORTIMER, B.C.; REDGRAVE, T.G. Submicron lipid emulsions
containing amphipathic polyethylene glycol for use as drug-carriers with prolonged

circulation time. Int. J. Pharm., v.134, p.119-127, 1996.

LYASS, O.; UZIELY, B.; BEN-YOSEF, R.; IZEMACH, D.; HESHING, N.I.; LOTEM, M.;
BRUFMAN, G.; GABIZON, A. Correlation of toxicity with pharmacokinetics of pegylated
liposomal doxorubicin (Doxil) in metastatic breast carcinoma. Canc., v.89, p.1037-1047,

2000.

LYKLEMA, J. Fundamentals of interface and colloid science. London: Academic Press,

1991. v.1:fundamentals.

MALLERY, S.R., PEL, P, KANG, J.; NESS, G.M.; ORTIZ, R.; TOUHALISKY, J.E;
SCHWENDEMAN, S.P. Controlled-release of doxorubicin from poly(lactide-co-glycolide)
microspheres significantly enhances cytotoxicity against cultured AIDS-related Kaposi's

sarcoma cells. Anticanc. Res., v.20, p.2817-2825, 2000.

MAMOT, C.; DRUMMOND, D. C.; HONG, K.; KIRPOTIN, D.B.; PARK, J. W. Liposome-
based approaches to overcome anticancer drug resistance. Drug Res. Upd., v.6, p. 271-279,
2003.

MARADUDIN, A.A.; MILLS, D.L. Scattering and absorption of electromagnetic
radiation by a semi-infinite medium in the presence of surface roughness. Phys. Rev.

B, v.11, p.1392-1415, 1975.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 144

MARANHAO, R.C.; TERYAC, A.M; REDGRAVE, T.G. Effects of colesterol
content on metabolism of protein-free emulsions models of lipoprotein. Biochem.

Biophys. Acta, v.875, p.247-255, 1986.

MARANHAO, R.C.; GARICOCHEA, B.; SILVA, E.L.; LLACER, P.D.; PILEGGI, F.J.C.;
CHAMONE, D.A'F. Increased plasma removal of microemulsions resembling the lipid phase
of low-density lipoproteins (LDL) in patients with acute myeloid leukemia: a possible new

strategy for treatment of the disease. Braz. J. Med. Biol. Res., v.25, p.1033-1037, 1992.

MARANHAO, R.C.; CESAR, T.B.; PEDROSO-MARIANI, S.R.; HIRATA, M.H.;
MESQUITA, C.H. Metabolic behaviour in rats of a nonprotein microemulsion resembling

low density lipoprotein. Lip., v.28, p.691-696, 1993.

MARANHAO, R.C.; GARICOCHEA, B.; SILVA, EL., LLACERDORLHIAC, P.;
CADENA, S.M.S.; COELHO, LJ.C.; MENEGHETTI, J.C.; PILEGGI, F.J.C.; CHAMONE,
D.A.F. Plasma Kinetics and Biodistribution of a Lipid Emulsion Resembling Low-Density
Lipoprotein in Patients with Acute Leukemia. Canc. Res., v.54, p.4660-4666, 1994.

MARANHAO, R.C. Complexo LDE-quimioterapico, 2001. [Online] Disponivel em:

http://www.inova.unicamp.br/inventabrasil/maranhdo.htm Acesso em: 10, Jan., 2008.

MARANHAO, R.C.; GRAZIANI, S.R.; YAMAGUCHI, N.; MELO, R.F.; LATRILHA,
M.C.; RODRIGUES, D.G.; COUTO, R.D.; SCHREIER, S.; BUZAID, A.C. Association of
carmustine with a lipid emulsion: in vitro, in vivo and preliminary studies in cancer patients.

Canc. Chemoter. Pharmacol., v.49, p.487-498, 2002.

MARRIOTT, C. Rheology and flow of fluids. In: AULTON, M.E. Pharmaceutics: the science
of dosage form design. Churchill Livingstone, New York, 1988, p.17-37.

MARTIN, A.N.; SWARBRICK, J.; CAMARATA, A. Physical Pharmacy, ed. by Lea and
Friberg, 2" edition, Filadelphia, 1969, cap.17.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 145

MATHIASEN, L.S.; JAATTELA, M. Trigering caspase-independent cell death to combat
cancer. Mol. Med., v.8, p.1-9, 2002.

MELO, M.E.B. Avaliacdo do potencial genotdxico de farmacos com agdo antinparasitaria
através de testes de mutagenicidade em bactérias e clastogenicidade em células de
mamiferos. Sao Paulo, 1996, 145p. Dissertagdo (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Sio
Paulo, 1996.

MELO, L.C.A. Topicos da Medicina Laboratorial: marcadores bioquimicos de injuria

cardiaca. Lab Lamina: 2001.

MERTA, J.; TORKKELI, M.; IKONEN, T.; SERIMAA, R.; STENIUS, P. Structure of
cationic starch (CS)/anionic surfactant complexes studied by small-angle x-ray scattering

(SAXS). Macromol., v. 34, n.9, p.2937-2946, 2001.
MIGLIETTA, A.; CAVALLI, R.; BOCCA, C.; GABRIEL, L.; GASCO, M.R. Cellular uptake
and cytotoxicity of solid lipid nanospheres (SLN) incorporating doxorubicin or paclitaxel. Int.

J. Pharm., v.210, p.61-67, 2000.

MINISTERIO DA SAUDE, 2007. [Online] Disponivel em: http:/www.min-

saude.pt/noticias/index.asp Acesso em 17, Ago., 2007.

MITCHELL, D.J.; NINHAM, B.W. Micelles, vesicles and microemulsions. J. Chem. Soc.,
v.2, p.601-629, 1981.

MITRA, S.; GAUR, U.; GHOSH, P.C.; MAITRA, N.A. Tumor targeted delivery of
encapsulated dextran-doxorubicin conjugate using chitosan nanoparticles as carrier. J.

Control. Rel., v.74, p.317-323, 2001.

MO, C.; ZHONG, M.; ZHONG, Q. Investigation of struture and structural transition in
microemulsion systems of sodium dodecyl sulfonate + n-heptane + n-butanol + water by

cyclic voltammetric and electrical conductivity measurements. Elect. Chem., v.493, p.100-

107, 2000.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 146

MONKS, A.; SCUDIERO, D.; SKEHAN, P.; SHOEMAKER, R.; PAULL, K.; VISTICA, D
HOSE, C.; LANGLEY, J.; CRONISE, P.; VAIGRO-WOLFF, A.; GRAY-GOODRICH, M.;
CAMPBELL, H.; MAYO, J;, BOYD, M.. Feasibility of a High-Flux Anticancer Drug Screen
Using a Diverse Panel of Cultured Human Tumor Cell Lines. J. Nat. Canc. Inst., v.83, p.757-
766, 1991.

MOTTA, V.T. Bioquimica clinica para o laboratdrio: principios e interpretagdes. 4° ed.
Porto Alegre: Editora Médica Missau; Sao Paulo: Robe Editorial, 2003. 419p.

MULLER-GOYMANN, C.C.; FRANK, S.G. Interaction of lidocaine and lidocaine HCI with
the liquid crystal structure of topical preparation. Int. J. Pharm., Amsterdam, v.29, p.147-159,
1986.

MURRAY, R.K.; GRANNER, D.K.; MAYES, P.A.; RODWELL, V.W. Haper: bioguimica.
7°%d. Sdo Paulo: Atheneu Editora Sdo Paulo, 1994.763p.

MYKHAYLYK, O.; DUDCHENKO, N.; DUDCHENKO, A. Doxorubicin magnetic
conjugate targeting upon intravenous injection mice: High gradient magnetic field inhibits the

clearance of nanoparticles from the blood. J. Magnet. Magnet. Mat., v.239, p.473-482, 2005.

NEW, R.R.C. Preparations of lipossomes. In: NEW, R.R.C. Liposomes: a practical approach.
Oxford: IRL Press, 1990b, p.33-104.

NIELSEN, J.A. In: BARUCHEL, J.; HODEAN, J.L.; LECHMAN, M.S.; REGNARD, J.R;;
SCHLENKER, C. Diffraction, refraction and absortion of X-rays and neutrons: a

comparative exposition. Paris: Spring Verlag, 1993, p.3-21.

NORLING, T.; LADING, P.; ENGSTRON, S.; LARSSON, K.; KROG, N.; NISSEN, S.S.
Formulation of a drug delivery system based on a mixture of monoglycerides and
triglycerides for use in the treatment of periodontal disease. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v.19, p.687-692, 1992.

NOVAES, M.R.C.G.; BEAL, F.L.R.. Farmacologia da L-arginina em pacientes com cancer.
Rev. Bras. Canceriol., v.50, p.321-325, 2004.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 147

OCKNER, R. Doencas do figado, da vesicula biliar e dos ductos biliares. In:
WYNGAARDEN, J.B. Tratado de Medicina Interna. 19%d., v.1. Rio de Janeiro:Editora
Guanabara Koogan, 1993, 1214p.

OLIVEIRA, A.G. Efeitos cinéticos e mecanismos de micelas e microemulsfes nas reacGes de
decomposicdo de pg-aminofenil penicilinas e cefalosporinas. 1997. 160f. Tese (livre —
docéncia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista,

Araraquara, 1997.

OLIVEIRA, A.G.; SCARPA, M.V. Microemulsoes I: fundamentos tedricos da formacao do

sistema microemulsionado. Infar., v.1, p.73-79, 2001.

OLIVEIRA, A.G.; SCARPA, M.V.; CORREA, M.A.; CERA, L.F.R.; FORMARIZ, T.P.
Microemulsdes: estrutura e aplicagdes como sistema de liberagdo de farmacos. Quim. Nov.,

v.27,p.131-138, 2004.

PACHALY, J.R.; BRITO, H.F.V. Interspecific allometric scaling. In. FOWLER, M.E.;
CUBAS, Z.S. Biology, medicine, and surgery of south american wild animals. led. United
States of America: lowa State University Press, 2001. Cap.40, 475-481p.

POIRIER, V.J.; THAMM, D.H.; KURZMAN, [D.; JEGLUM, K.A.; CHUN, R
OBRADOVICH, J.E.; O’BRIEN, M.; FRED, R.M.; PHILLIPS, B.S.; VAIL, D.M. Liposome-
encapsulated doxorubicin (Doxil”) e doxorubicin in treatment of vaccine-associated sarcoma

in cats. J. Amer. Vet. Med. Assoc., v.16, p.726-731, 2002.

PRENTICE, J.H. Measurements in the rheology of foodstuffs. Elsevier Applied Science
Publishers, London. 1984, 191p.

PRETE, A.C.L; MARIA, D.A.; RODRIGUES, D.G.; VALDUGA, C.J.; IBANEZ, O.C.;
MARANHAO, R.C. Evaluation in melanoma-bearing mice of an etoposide derivative

associated to a cholesterol-rich nanoemulsion. J. Pharm. Pharmacol., v.58, p.801-808, 2006.

PUISIEUX, F.; ROBLOT-TREUPEL, L. Vetoriza¢do de vetores de farmacos. Cad. Farm.,
v.4, p.29-50, 1988.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 148

RIBEIRO, J.N.; OLIVEIRA, T.T.; NAGEM, T.J.; JUNIOR- FERREIRA, D.B.; PINTO, A.S.
Avaliagao dos parametros sanguineos de hepatotoxicidade em coelhos normais submetidos a

tratamento com antocianina e antocianina + naringenina. RBAC, v.38, p.23-27, 2006.

RODRIGUES, D.G.; COVOLAN, C.C.; CORADI, S.T.; BARBOZA, R.; MARANHAO,
R.C.. Use of a cholesterol-rich emulsion that binds to low-density lipoprotein receptors as a

vehicle for paclitaxel. J. Pharm. Pharmacol., v.54, p.765-772, 2002.

ROGERSON, A.; CUMMINGS, J.; WILLMOTT N.; FLORENCE, A.T. The distribution of
doxorubicin in mice following administration in niosomes. J. Pharm. Pharmacol., v.40,

p.337-42, 1988.

RUDGE, S.R.; KURTZ, T.L., VESSELEY, C.R.; CATTERAL, L.G. Preparation,
characterization, and performance of magnetic iron-carbon composite microparticles for

chemoterapy. Biomat., v.21, p.1411-1420, 2000.

SAAD, S.Y.; NAJJAR, T.A.; AMMAR, C.; AL-RIKABI, A.L. The preventive role of
deferoxamine against acute doxorubicin-induced cardiac, renal and hepatic toxicity in rats.

Pharmacol. Res., v.43, p.211 — 218, 2001.

SACCO, G.; BIGIONI, M.; EVANGELISTA, S.; GOSO, C.; MANZINI, S.; MAGGI, C.A.
Cardioprotective effects of zofenopril, a new angiotensin-converting enzyme inhibitor, on

doxorubicin-induced cardiotoxicity in the rat. Eur. J. Pharmcol., v.414, p.71-78, 2001.

SACOMAN, J.L. Atividade Antiproliferativa e Mecanismo de Morte Celular dos Extratos
Brutos e Fracdes Ativas de Anacardium humile St. Hil. (Anacardiaceae) e Potomorphe
umbellata (L.) Miquel (Piperaceae). Campinas, 2005, 110f. Dissertacdo (Mestrado em

Ciéncias Biologicas) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2007.

SADZUKA, Y.; YAMASHITA, Y.; SUGIYAMA, T.; SONOBE, T. Effect of dihydrokainate
on the antitumor activity of doxorubicin. Canc. Lett., v.179, p.157-163, 2002.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 149

SADZUKA, Y.; SUGIYAMA, 1; TSURUDA, T.; SONOBE, T. Characterization of
cytotoxicity of mixed polyethyleneglycol modified liposomes containing doxorubicin. Int. J.

Pharm., v.312, p.83-89, 2006.

SAFRA, T,; MUGGIA, F.; JEFFERS, S.; TSAO-WER, D.D.; GROSHEN, S
HENDERSON, R.; BERRY, G.; GABIZON, A. Pegylated liposomal doxorubicin (doxil):
reduced clinical cardiotoxicity in patients reaching or exceeding cumulative doses of 500

mg/m’. Ann. Oncol., v.11, p.1029-1033, 2000.

SANTOS, J.M.; BRAULIO, L.F.; SIMOES, M.J.; MOURA, O.A.; FERREIRA, C.; FILHO-
MARTINEZ, E.E.; BOCANEGRA, J.A. Efeito do enalaprilato na cardiotoxidade Induzida
pela doxorubicina. Arg. Bras. Cardiol., v. 67, p.237-241, 1996.

SANTOS, H.M.L.R. Antineoplasicos encapsulados em lipossomas convencionais € sitio-

especifico (lectina-conjugada) como sistemas de liberacdo controlada de farmacos, 2005.

[Online] Disponivel em: http://www.fapepi.pi.gov.br/novafapepi/sapiencial4/resumos.php#2

Acesso em: 10, Jan., 2008.

SANTOS, C.A. Magnetismo, farmacologia e medicina, 2007. [Online] Disponivel em:
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://cienciahoje.uol.com.br/images/ch%25200n
line/colunas/fabrica/106546a.jpg&imgrefurl=http://cienciahoje.uol.com.br/106546&h=189&
w=269&s7=15&hl=ptR &start=5&um=1&tbnid=2D6k9n4KEXcdM:&tbnh=79&tbnw=113&
prev=/images%3Fq%3Dlipossomas%2B%26um%3D1%26h1%3Dpt-BR Acesso em: 10, Jan.,
2008.

SAPRA, P.; ALLEN, T. M. Ligand-targeted liposomal anticancer drugs. Prog. Lip. Res., v.
42, p. 439- 462, 2003.

SCHAEFER, D.W.; KAEFER, K.D. Structure of random porous materials:silica aerogel.
Phys. Rev. Lett., v.56, p.2199, 1986.

SCHAFFAZICK, S.R.; GUTERRES, S.S.; FREITAS, L.L.; POHLMANN, A.R.
Caracterizacdao e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados para

administragdo de farmacos. Quim. Nov., v.26, p.726-737, 2003.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 150

SCHERING-SCHERING-PLOUGH, 2004. [Online] Disponivel em:
http://www.drugs.com/PDR/Doxil_Injection.htm Acesso em: 27, Out., 2007.

SCHOLES, P.D., COOMBES, A.G.A., ILLUM, L., DAVIS, S.S., VERT, M., DAVIES, M.C.
The preparation of sub-200 nm poly(lactide-co-glycolide) microspheres for site-specific drug

delivery. J. Control. Rel., v.25, p.145-53, 1993.

SCOTT, H. Reology. In: Remington (Ed). The science and practice of parmacy.20™ ed.
Philadelphia: Editora Lippincoot, 2000, cap.23, p.335-355.

SEARS, F.W.; ZEMANSKY, M.W. Fisica, Livro técnico, Rio de Janeiro, 1971, 300p.

SHAW, D.J. Introducdo a quimica dos coloides e de superficies. Edgard Blucher/EDUSP,
Sao Paulo, 1975, cap.9.

SHINODA, K.; ARAKI, M.; SADAGHIANI, A.; KHAN, A.; LINDMAN, B. Lecithin-based

microemulsions: Phase behavior and microstruture. J. Phys. Chem., v.95, p.989-993, 1991.

SILVA, E.J. Desenvolvimento de microcapsulas de copolimero de &cido poli-latico-co-
glicolico, para obtencao de pellets de liberacao intravitreal. 2004. 80f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Araraquara, 2004.

SILVA, C.E.V.; CAMACHO, A.A. Alteragdes ecocardiograficas em caes sob tratamento
prolongado com doxorrubicina. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, p.300-306, 2005.

SILVA, AK.A.; SILVA, E.L.; VERISSIMO, L.; CARVALHO, J.F.; SANTOS, K.N.S.;
BOLARD, J.; EGITO, E.S.T.; CARRICO, A.S. The influence of ionic strength on the
adsorption of doxorubicin onto magnetic particles. World Congresso of Pharmacy and

Pharmaceutical Science 2006, p.172.

SILVA, AK.A.; SILVA, E.L; CARRICO, A.S; EGITO, E.S.T.; LALATONNE, Y;
MOTTE, L. Development of magnetic drug carriers for antracyclines. World Congresso of

Pharmacy and Pharmaceutical Science 2007, p.172.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 151

SOKAL, R.R.; ROHLF, F.J. Biometry - the principles and practice of statistics. 2ed. New
York: W.H. Freemann, 1981. 859 p.

SON, Y.J.;; JANG, J.S.; CO, Y.W.; CHUNG, H.; PARK, R.W.; KWON, I.C.; KIM, LS;
PARK, J.Y.; SEO, S.B.; PARK, C.R.; JEONG, S.Y. Biodistribution and anti-tumor efficacy
of doxorubicin loaded glycol-chitosan nanoaggregates by EPR effect. J. Control. Rel., v.91,
p.135-145, 2003.

SONG, C.X., LABHASETWAR, V., MURPHY, H., QU, X., HUMPHREY, W.R,
SHEBUSKI, R.J. Formulation and characterization of biodegradable nanoparticles for
intravascular local drug delivery. J. Control. Rel., v.43, p.197-212, 1997.

SOUSA, M.R.Q. Estudo dos efeitos da lapachona sobre células da linhagem Hep-2,
carcinoma de Ehrlich e sarcoma-180. Recife, Pernambuco, 2000, 95p. Tese de Doutorado —
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, 2000.

STIDDER, B.; FRAGNETO, G.; ROSER, S.J. Effect of low amounts of cholesterol on the
swelling behavior of floating bilayers. Lang., v.21, p.9187 — 9193, 2005.

STRYER, L. Bioquimica. 4° ed. Rio de Janeiro:Guanabara Koogan, 1996. 100p.

SWAIN, S.M.; WHALEY, F.S.; EWER, M.S. Congestive heart failure in patients treated
with doxorubicin: a retrospective analysis of three trials. Canc., v.97, p.2869-2879, 2003.

SYMON, Z.; PEYSER, A.; TZEMACH, D.; LYASS, O.; SUCHER, E.; SHIZIN, O,
GABIZON, A. Selective delivery of doxorubicin to patients with breast carcinoma metastases

by stealth liposomes. Canc., v.86, p.72-78, 1999.

SZASZ, G.; GRUBER, W.; BERNT, E. Creatine kinase in serum: 1. Determination of
optimum reaction conditions. Clin. Chem., v.22, p.650-656, 1976.

TAVEIRA, S.F. Desenvolvimento de formulac6es iontoforéticas para o tratamento topico de

tumores cutaneos: estudos “in vitro” em cultura de células tumorais. 2007. 117f. Disserta¢ao

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 152

(Mestrado em Farmaco e Medicamentos). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao

Preto, Ribeirdao Preto, 2007.

TENJARLA, S. Microemulsions: an overview and pharmaceutical applications. Crit. Rev.
Ther. Drug Carr. Syst., v.16, p.461-521, 1999.

THAMM, D.H.; MACEWEN, E.G.; CHUN, R. Phase I clinical trial of Doxil®, a stealth
liposome encapsulated doxorubicin, in cats with maligmant tumor. VETERINARY CANCER
SOCIETY — AMERICAN COLLEGE OF VETERINARY RADIOLOGY COMBINED
CONFERENCE, 1997, Proc., p.38.

TIROSH, O.; KOHEN, R.; KATZHENDLER, J.; ALON, A; BARENHOLZ, Y. Oxidative
stress effect on the integrity of lipid bilayers is modulated by Colesterol level of bilayers.
Chem. Phys. Lip., Shannoon, v.87, p.17-22, 1997.

TOKUMOTO, M.S. Evolugéo estrutural durante a transicao sol-gel em suspensdes coloidais
aquosas de SnO,: abordagem reoldgica. Araraquara, 1996, 95f.. Dissertagdo (Mestrado) —
Instituto de Quimica Campus de Araraquara, Universidade estadual Paulista, Araraquara,

1996.

TRADOS, T.H.F. Solids/liquids Dispersions. Academic Press, London, 1987, cap. 10.

TROTTA, M., CAVALLI, R., UGAZIO, E., GASCO, M.R. Phase behavior of microemulsion
systems containing lecithin and lysolecithin as surfactants. Int. J. Pharm., v.143, p.67-73,
1996.

TROTTA, M.; PATTARINO, F.; IGNONI, T. Stability of drug-carrier emulsions containing
phosphatidylCOline mixtures. Eur. J. Pharm. Biopharm., v.53, p.2063-208, 2002.

UCHEGBU, LF.; DOUBLE, J.A.; TURTON, J.A.; FLORENCE, A.T. Distribution,
metabolism and tumoricidal activity of doxorubicin administered in sorbitan monostearate

(Span 60) niosomes in the mouse, Pharm. Res., v.12, p.1019-24, 1995.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 153

UCHEGBU, L.F. The biodistribution of novel 200nm palmitoyl muramic acid vesicles. Int. J.
Pharm., v.162, p.19-27, 1998.

UCHEGBU, LF.; DUNCAN, R. Niosomes containing N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide
copolymer-doxorubicin (PK1): effect of method of preparation and choice of surfactant on
niosome characteristics and a preliminary study of body distribution. Int. J. Pharm., v.155,

p.7-17, 1998.

URBAN, M.C.C. Desenvolvimento de sistemas de liberagdo micro e nanoestruturados para
administracdo cutanea do acetato de dexametasona. Araraquara, 2004. 137f. Dissertagdo

(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista.

VALDULGA, C.J.; FERNANDES, D.C.; PRETE, A.C.L., AZEVEDO, C.HM,;
RODRIGUES, D.G.; MARANHAO, R.C. Use of cholesterol-rich microemulsion that binds to

low-density lipoprotein receptors as vehicle for etoposide. J. Pharm. Pharmacol., v.55,
p.1615-1622, 2003.

VANDAMME, T.F. Microemulsions as ocular drug delivery systems: recent developments
and future challenges. Prog. Retin. Eye Res., v.21, p.15-34, 2002.

VICENT, P.C.; NICHOLLS, A. Comparison of the growth of the ehrlich ascites tumor in
male and female mice. Canc. Res., v.27, p.1058-1065, 1967.

VON-HOFF, D.D., LAYARD, M.W.; BASA, P.; DAVIS-JUNIOR, A.L.; VON-HOFF, A.L.;
ROZENCWEIG, M.; MUGGIA, F.M. Risk factors for doxorubicin-induced congestive heart
failure. Ann. Inter. Med., v. 91, p.710-717, 1979.

XU, J.; KORLLING, K. W. Temperature dependence of rheological behavior of a metallic
automotive waterborne basecoat, Prog. Org. Coat., v.53, p.169-176, 2005.

WANG, X.; QUINN, P.J. Cubic phase is induced by cholesterol in the dispersion of 1-
palmitoyl — 2- oleoyl-phosphatidylethanolamine. Bioch. Bioph. Act., v.1564, p.66-72, 2002.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 154

WANG, S.; KONOREV, E.A.; KOTAMRAJU, S.; JOSEPHEN, J.; KALIVENDI, S
KALYANARAMAN, B. Doxorubicin inducedes apoptosis in normal mechanisms:
intermediacy H20 and p53-dependent pathways. Am. Soc. Bioch. Mol. Biol., v.1, p.1-37,
2004.

WARGAFTIG, T.N., Desenvolvimento de Microemulsdes Lipidicas Estabilizadas com
Fosfatidilcolina de Soja para Veiculacéo de Vacina de DNA contra Tuberculose. Araraquara,
2000, 90f.. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,

Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2000.

WIDDER, K.J.; SENYEI, A.E.; SCARPELLI, D.G. Magnetic microspheres: a model system
for site specific drug delivery “in vivo”. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., v.58, p.141-146, 1978.

WIDDER, K.J.; MORRIS, R.M.; POORE, G.A.; HOWARDS, D.P.; SENYEI, A.E. Selective
targeting of magnetic albumin microspheres containing low-dose doxorubicin: Total
remission in Yoshida sarcoma-bearing rats. Eur. J. Cancer Clin. Oncol. , v.19, p.135-139,
1983.

WILLIAMS, C. In: BARUCHEL, J.; HODEAN, J.L.; LECHMAN, M.S.; REGNARD, J.R;
SCHLENKER, C. Diffraction, refraction and absortion of X-rays and neutrons: a
comparative exposition. Paris: Spring Verlag, 1993, p.3-21.

WILLMOTT, N.; CUMMINGS, J. Increased anti-tumour effect of adriamycin-loaded
albumin microspheres is associated with anaerobic reduction of drug in tumour tissue.

Biochem. Pharmacol., v.36, p.521-6, 1987.

WINSOR, P.A. Hidrotody, solubilization, and related emulsification processes. J. Chem.
Trans. Farad. Soc., London, v.44, p.376-398, 1948.

WOOD, J.H. Reologia Farmacéutica. In. LACHMAN, L.; LIBERMAN, H.; KANIG,
L.J.(Ed). Teoria e pratica na industria farmacéutica. 3.ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 1986,
v.1, cap.6, p.210-253.

Thalita Pedroni Formariz



Referéncias Bibliograficas 155

YOKAYAMA, M., MIYAUCHI, M., YAMADA, N., OKANO, T., KATAOKA, K., INOUE,
S. Polymer micelles as novel drug carrier: adriamycin-conjugated poly(ethylene

glycol)poly(aspartic acid) block copolymer. J. Contr. Rel., v.11, p.269-78, 1990.

YOUNG, S.; HALLOWES, R.C (Ed.). Tumors of the mammary gland. In: TUROSOV, V.S.
Pathology of Tumours in Laboratory animal, part.1, p.31-51, 1973.

ZANIN, SM.W.; MIGUEL, M.D.; CHIMELLI, M.C.; OLIVEIRA, A.B. Determinacao do
equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL) de 6leos de origem vegetal. Vis. Acad., v.3; p.13-18, 2002.

Thalita Pedroni Formariz



Anexo 156

VIIl. ANEXO

8.1 Artigos publicados:

1. FORMARIZ, T.P.; URBAN, M.C.C.; A.A. SILVA-JUNIOR; GREMIAO, M.D.; OLIVEIRA,
A.G. Microemulsoes e fases liquidas cristalinas como sistemas de liberagdo de farmacos. Rev.

Bras. Cién. Farmac., v.41, p.301-313, 2005.

2. FORMARIZ, T.P.; SARMENTO, V.H.V; SILVA-JUNIOR, A.A.; SCARPA, M.V
SANTILLI, C.V.; OLIVEIRA, A.G.. Doxorubicin biocompatible O/W microemulsion stabilized
by mixed surfactant containing soya phosphatidylcholine. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces,
v.51, p.54-61, 2006.

3. FORMARIZ, T.P.; CHIAVACCI, L.A.; SARMENTO, V.H.S.; SANTILLI, C. V.; EGITO,
E.S.T; OLIVEIRA, A. G. Relationship between structural features and in vitro release of
doxorubicin from biocompatible anionic microemulsion. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces,
v.60, p.28-35, 2007.

4. FORMARIZ, T.P.; CHIAVACCI, L.A.; SARMENTO, V.H.S.; FRANZINI, C.M.; SILVA-
JUNIOR, A.A.; SCARPA, M.V.; SANTILLI, C.V.; EGITO, E.S.T.; OLIVEIRA, A.G. Structural
changes of biocompatible neutral microemulsions stabilized by mixed surfactant containing soya
phosphatidylcholine and its relationship with doxorubicin release. Colloids and Surfaces B-
Biointerfaces, v.63, p.287-295, 2008.

5. PESTANA, K.C.; FORMARIZ, T.P.; FRANZINI, C.M.; SARMENTO, V.H.S.; CHIAVACCI,
L.A.; SCARPA, M.V.; EGITO, E.S.T.; OLIVEIRA, A.G. Oil-in-water lecithin-based
microemulsions as a potential delivery system for amphotericin B (COLSUB-S-08-00172).
Colloids and Surfaces. B, Biointerfaces, In press, 2008.

8.2. Parecer comité de ética

Thalita Pedroni Formariz



Anexo

157

8.1 ARTIGOS PUBLICADOS:

Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences
vol, 41, n. 03, jul /set., 2003

RBCF

Microemulsdes e fases liquidas cristalinas como sistemas de

liberacao de farmacos

Thalita Pedroni Formariz'?, Maria Cristina Cocenza Urban', Arndbio Antdnio da Silva Jinior',
Maria Palmira Daflon Gremiio', Anselmo Gomes de Oliveira™

'Departamento de Firmacos e Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéulicas, Universidade Estadual

~Correspondénciz
A G, Oliveira
Faculdade de Cidncizs Farmackicas

Faulista, ?Cenlro Universitdrio de Araraguara

A mistura de tensoativos com dgua, em determinadas proporpdes,
na auséncia ou na presenga de substancias lipofilicas pode formar
diferentes tipos de agregados, entre o5 quais agregados polimorfos
representados pelas microemulsdes (ME) e mesofases liotropicas -
os cristais liguidos (LC), gue estdo intimamente ligados com a
proporgdo e a natureza dos componentes da mistura. Nesse trabalho,
foi discutido o papel desses sistemas na incorporagdo de farmacos
com diferentes propriedades fisico-guimicas, influenciando
fortemente a liberagdo, assim como a biodisponibilidade dos
farmacos. Aspectos sobre a formagdo e o caracterizagdo de
microemulsdes e cristais liquidos também foram discutidos. A andlise
da literatura indicou gue, dependendo da polaridade do farmaca,
o efeito da ME ou LC pode ser usado para ofimizar o efeito
terapéutico por meio do controle da velocidade ou do mecanismo

Unitermos

* Microemulsdes

« Cristais liguidos

* Disgrama de fases

« Sistemnas de liberacio de
firmacos

de liberacio do farmaco.

INTRODUCAO

A formacio de microestruturas em solugdes aquo-
sas de tensoativos € um fendmeno comum de auto-orga-
nizagdo molecular como forma de atingir a estabilidade
ermodindmica. Esse fendmeno torna-se a base para a
aplicagio tecnoldgica dos tensoativos como sisiemas or-
anizados nas ciéncias bioldgicas.

Moléculas de tensoativos comumente se auto-agre-
gam na presenga de dgua formando uma rica variedade de
estruturas, quando sdo variados os pardmetros de concen-
ragdo de tensoativos, presenca de sal oua temperatura.
Em solugdes diluidas, solugdes isotropicas de agregados
micelares podem ser formadas, enguanto que em sistemas

tensoativo-solvente em concentragdes mais elevadas, fa-
ses liquido-cristalinas isotropicas e anisotropicas podem
existir. Esses agregados tornam-se mais estruturados
quando um déleo ol mesmo oULrOS COMponentes, como
outro tensocativo ou um dlecol de cadeia média, € adiciona-
do ao sistema tensoativo-dgua. Dessa forma, emulsdes,
microemulsdes e mesofases liotrdpicas de diferentes ge-
ometrias podem ser geradas (Ezrahi ef al,, 1999).

Nos tltimos anos a procura por novos sistemas de
liberagdo de firmacos tem sido muito relevante no sen-
tido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais efi-
cientes, que possibilitem administrar os firmacos com
mais seguranga e com efeitos colaterais minimizados
(Cera, 2001).
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Uma parte desses trabalhos tem sido dirigida para o
estudo de microemulsdes (ME) e cristais liquidos, visando
ao aumento da solubilidade e da estabilidade de firmacos,
apossibilidade de incorporagiio de farmacos hidrofilicos ou
lipofilicos, a capacidade de agir como sistemas reservato-
rios, a diminuicio da toxicidade, assim como a alteracio da
biodisponibilidade, dependendo do tipo de interacdo entre
firmaco e osistema de administragio (Constantinides et
al., 1995; Constantinides, 1995; Brinon ef al., 1999;
Gabboun eral., 2001).

MICROEMULSOES

Muita atengio tem sido dada aos sistemas micro-
e nanoestruturados de tensoativos, por sua capacidade
em aumentar a eficdcia terapéutica de firmacos, permi-
tindo a reducdo da dose administrada e minimizando os
efeitos colaterais potenciais dos farmacos. Os sistemas
micro- e nanoemulsionados sio capazes de compar-
umentalizar firmacos nas goticulas da fase interna, as
quais possuem propriedades fisico-quimicas bastante
diferentes das do meio dispersante, induzindo modifica-
¢des nas propriedades biologicas dos firmacos incorpo-
rados (Bhargava et al., 1987). Além disso, esses sistemas
melhoram a solubilizagio de farmacos lipofilicos em dgua
e os protegem contra hidrélise enzimadtica, além de au-
mentar o potencial de absorgio devido a presenga de
tensoativo (Cruz, Uckun, 2001).

Microemulsdes (ME) podem ser definidas como sis-
emas termodinamicamente estdveis, isotrdpicos, trans-
parentes, de dois liquides imisciveis, usualmente dgua e
dlen, estabilizados por um filme de compostos tensoativos,
localizados na interface oleo/dgua (Friberg, Bothorel,
|98 8; Constantinides er af., 1994, 1995, 1996; Lee et al.,
1995: Ho et al., 1996; Lawrence, 1996; Oliveira er al.,
1997; Dalmora, Oliveira, 1 999; Dalmora et al., 2001). En-
retanto, a possibilidade de formar microemulsio depende
do balancgo entre as propriedades hidrofilicas e lipofilicas
do tensoativo, determinada ndo somente pela sua estru-
tura quimica, mas também por cutros fatores como tem-
peratura, forga idnica e a presenga de co-tensoative. A
mistura de tensoativos com equilibrio hidréfilo-lipfilo
adequado proporciona a condigio maxima de “solu-
bilizagio” do dleo e da dgua (Mital, 1999). Assim, a for-
magio da microemulsio geralmente envolve a combina-
¢do de trés a cinco componentes, tais como tensoativo,
dgua, dleo e, quando necessdrio, o co-tensoativo
(Lawrence, 1996; Oliveira et al., 1997; Dalmora, Olivei-
ra, | 999; Cruz, Uckun, 2001), sendo que a orientagdo para
sistemas /A ou A/O € dependente das propriedades
fisico-quimicas do tensoativo e do dleo, da relagdo entre

as proporgdes tensoativo/co-lensoativo e entre s propor-
goes dgua/dleo (Constantinides ef al., 1994; Oliveira et
al., 1997; Cruz, Uckun, 2001). A principal caracteristica
desses sistemas é formar uma emulsdo muito fina por
homogeneizacdo suave com fase aquosa, cujas dimen-
sdes das goticulas da fase interna é da ordem de
nanémetros. As ME sfo superiores as solucdes
micelares em termos de potencial de solubilizagio de
substdncias, por isso, sio usadas para aumentar a
solubilizagdo e a absor¢do de fairmacos lipofilicos. Sua
estabilidade termodindmica oferece vantagens sobre as
dispersdes instdvelis, tals como as suspensdes e
emulsdes, possuindo tempo de vida util muito mais amplo
{Constantinides, 1995; Oliveira ef al., 1997; Dalmora,
Oliveira, 1999; Cruz, Uckun, 2001).

O termo microemulsdo foi introduzido por Hoar e
Schulman, em 1943, os quais descreveram esses sistemas
como transparentes ou translicidos, obtidos por titulagdo
a partir de uma emulsio comum, a qual apresenta aspec-
to leitoso e, quando adicionado um dlcool de cadeia média,
aste sistema clarifica (Garti, Aserin, 1996).

O tensoativo pode ser puro, mistura, ou combina-
¢do com outros componentes, cuja principal funcdo € a
reducdo da tensfo interfacial (Cruz, Uckun, 2001). Para
a formagdo espontdnea dos sistemas microemulsionados,
a tensfo interfacial deve estar proxima de zero. Esse sis-
tema apresenta algumas vantagens tais como transpa-
réncia, alia estabilidade, facil preparagio e capacidade
de incorporar diferentes classes de fairmacos com dife-
rentes propriedades fisico-quimicas (Aboofazeli er al,
2000).

Um sistema de classificagio que define os virios
equilibrios existentes entre 2 microemulsio e as fases aquo-
sa e oleosa fol proposto (Winsor, | 948). Foram estabele-
cidos quatro tipos desistemas: 1) Winsor I~ E representado
pelo equilibrio entre a fase emulsionada com a fase oleo-
sa em excesso. Por possuir densidade menor que a da
emulsio, a fase oleosa posiciona-se acima da emulsdo;
2) Winsor 1I- Representa o equilibrio entre a fase
emulsionada e a fase aquosa em excesso. Por possuir
densidade menor que a da fase aquosa, a emulsio
posiciona-se na parte superior a fase aquosa; 3) Winsor
{{I- Existemtrés fases em equilibrio, dleo, emulsio e doua,
em que o dleo & a fase superior, 8 emulsdo a fase interme-
didria e a dgua, a fase inferior; 4) Winsor [T~ E um siste-
ma em que apenas existe a fase microemulsio, isto €, um
sistema visualmente monofasico. A Figura | mostra deta-
lhes do sistema de Winsor.

A natureza e estrutura do tensoativo, co-tensoativo
e oleo sdo fatores essenciais na formulagio de sistemas
microemulsionados. A construgdo de diagramas de fase
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FIGURA 1 - Representacio da classificacio de Winsor.
A) Winsor [. B) Winsor I1I. C) Winsor II. D) Emulsdo
homogénea. E) Winsor IV,

pode ser uma ferramenta fundamental para caracterizar
em que condi¢des experimentais as ME existem e em que
proporgdes dos componentes outras estruturas podem
estar presentes. A partir desses dados, pode-se selecionar
aregiio do diagrama de fases que mais convenientemen-
te represente a condi¢do mais apropriada para que o
firmaco seja incorporado (Formariz, 2004).

Os diagramas pseudoterndrios podem ser obtidos a
partir de dados de titulagdo ou pela preparacio de amplo
nimero de amostras com diferentes proporgdes dos compo-
nentes. A vantagem do primeiro método € que este pode ser
usado para estudar amplo nimero de amostras de diferentes
composigdes de maneira rdpida (Bhargava ef al., 1987;
Lawrence, Rees, 2000). Normalmente, os sistemas
microemulsionados pedem serdiferenciados visualmente dos
CULros SISIemas, uma vez que os demais sistemas apresentam
como emulsdes liquidas opacas, emulsdes géis opacas, repre-
sentadas por sistemas de viscosidade elevada, ou com sepa-
ragio de fases. Jd os sistemas microemulsionados liquidos sdo
caracterizados como sistemas translicidos ou opticamente
transparentes ( Formariz, 2004).

A literatura mostra que a adigdo de um co-
tensoativo diminui o tamanho das goticulas e amplia as
regides de microemulsdes (Kuneida er al., 1999). Des-
sa forma, o tamanho da goticula ¢ fortemente afetado
pela mistura de tensoativo no sistema, havendo tendén-
cia & diminuiclo do tamanho das goticulas com o aumento
da concentragido de tensoativo, gerando sistema
opticamente transparente ou translicido (Lunberg ef al.,
1896). Isso ocorre porque a mistura de tensoativo com um
co-tensoativo € mais eficiente em reduzir a tensio
interfacial entre olec-dgua, proporcionado a redugdo

maxima do tamanho das goticulas da fase interna (Trotta
efral,2002).

Microemulsdes podem formar varias estruturas,
tais como goticulas de éleo em dgua, goticulas de dgua
em dleo, misturas randémicas bicontinuas, goticulas or-
denadas e misturas lamelares com ampla faixa de equi-
librio entre elas e com excesso de fase oleosa e/ouagquo-
sa, sendo que a formacio dessas estruturas depende do
tensoativo, do co-tensoative ¢ da natureza do dleo. Por-
tanto, a escolha adequada e as concentragdes desses
componentes toram-se extremamente importantes para
a orientacio desses sistemas (Sirott e al., 2002). Deve-
se ressaltar que tensoativos ndo-i6nicos e zwiteridnicas
sd0 mais aceitdvels para aplicagfes farmacéuticas e
formulagdes microemulsionadas porque sio menos afe-
tados pelas mudangas de pH e forga idnica e contornam
problemas de toxicidade (Cruz, Uckun, 2001).

Do ponto de vista microestrutural, as ME podem
ser do tipo dgua em dleo (A/O), dleo em dgua (O/A) ou
estruturas bicontinuas (Cruz, Uckun, 2001) (Figura 2).
Was microemulsées do tipo A/Q, o componente hidrofilico
¢ disperso na forma de goticulas coloidais no componente
lipofilico. Jd nas ME do tipo /A, o componente lipofilico
¢ disperso na forma de goticulas coloidais no componente
hidrofilico (Mo er al., 2000; Cruz, Uckun, 2001) e ambas
podem ser inveriidas de A'Q para /A ou vice-versa ao
variar as condigdes de emulsificagdo (Mo er al., 2000).
Em relagdo ao iltimo tipo de sistema microemulsionado,
os componentes hidrofilices e lipofilicos formam
microemulsdo com estrutura bicontinua, com canais ad-
jacentes alongados com goticulas na faixa de 1-100 nm
(Cruz, Uckun, 2001 ), como uma rede de tubos aquosos
em matriz oleosa ou rede de wbos oleosos em matriz
aquosa (Mo e al., 2000), e contendo volumes relativos
aproximadamente iguais entre a fase aquosa e oleosa
(Lawrence, Rees, 2000; Mo ef al.,2000; Cruz, Uckun,
2001). Se a microemulsio apresentar tal estrutura, essa
podera ser utilizada como sistema transportador de
fairmacos hidro e lipossolaveis (Cruz, Uckun, 2001},

Sistemas microemulsionados sdo geralmente carac-
terizados como agregados esféricos e com didmetros
menores que 1400 A, geralmente de 100 A (Langevin,
| 988; Oliveira, Scarpa, 2001; Oliveira er af , 2004). Essa
afirmacdo baseia-se no fato de, em um sistema coloidal, se
o didmetro das goticulas for menor do que %% do compri-
mento de onda da luz incidente, as particulas ndo espalha-
rio luz, resultando em sistema opticamente transparente
(Rosano, 1974; Oliveira, Scarpa, 2001). Porém, quando
gsses sistemas sio caracterizados por técnicas de
espalhamento de raios-X a baixo dngulo (SAXS) e de
espalhamento de néutrons a baixo dngulo (SANS), indi-
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Microemulsio A/Q

Microemulsiio O/A

Q@1

Estrutura bicontinua

FIGURA 2 - Representagio esquemdrica da organizagio
das microemulsdes (Castillo, 2002).

cam que o oleo ¢ a dgua ndo sdo dispersdes moleculares
&, sim, misturas mais grosseiras (Lindman, Friberg, | 999).

Os meios dispersos apresentam a propriedade de
espalhar as ondas eletromagnéticas (como a luz), que ve-
nham atravessd-los. Este fendmeno depende do tamanho
das goticulas que compdem o sistema disperso e do compri-
mento de ondautilizado (Silva, 2001). A diafaneidade de um
meio pode ser utilizada para identificar as ME e estimar de
forma grosseira o tamanho das goticulas. A tabela a seguir

TABELA | - Tamanho de agregado (goticulas dispersas) e
diafaneidade do meio (Silva, 2001)

Agregados Disimetro das Diafaneidade
goticulas (A)

Micelas 35.75 Transparentes

Microemulsdes 100=2000 Transparentes’
Transhicidas

Emulsdes 2000- 100000 Opaca/
Eshranguicada

Unidade de S00000 Discretos

resolucdo visual agregados

relaciona o didmetro de alguns agregados e como estes se
apresentam, quanto a dispersio da luz.

O fenémeno de dispersdo da luz pelas micro-
emulsdes pode ser avaliado de maneira eficiente atraves
da técnica de “Light Scatrering”, a qual fornece infor-
macgdes diretas sobre o movimento translacional das
goticulas da ME e permite o cdlculo do tamanho da
goticula através de relacdes empiricas adequadas
{Aboofazeli er al., 2000). Nota-se, no entanto, que se o
sistema € concentrado, ou seja, quando a fase dispersa
estiver em elevadas concentragdes, a interpretacdo tor-
na-se dificultada em razio das interagdes intergoticulas.
Para suprimir a intera¢io entre goticulas a diluigdo do
sistema microemulsionado com a fase dispersante €
necessaria (Hou ef af., |988; Lawrence, Rees, 2000:
Aboofazelier al., 2000).

Sistemas com elevada viscosidade, também podem
conter erros experimentais no tamanho das goticulas
(Aboofazeli er al., 2000), em razdo de que a técnica de
determinagio € fundamentada no movimento Browniano
das goticulas em dispersio, sendo o coeficiente de difusdo
das goticulas no meio o principal pardmetro levado em
consideragio (Orthaber, Glater, 2000).

A determinacdo da densidade, viscosidade,
espalhamento de luz, indice de refragio sdo importantes
comao técnicas de caracterizagio fisica (Constantinides et
al., 1995). A literatura refere que técnicas experimentais
diferentes podem ser usadas para obter informacgdes so-
bre a dindmica e estrutura das ME (Kahlweiteral, 1987).
Diferencas de viscosidade podem diferenciar sistemas
microemulsionados comuns de sistemas géis. Goticulas de
fase interna com tamanhos extremamente pequenos sio
caracteristica de sistemas termodinamicamente estdveis
se esses formarem espontaneamente, mas o aumento do
didmetro com o volume de fase interna, geralmente, leva
4 modificagio da microestrutura interna do sisiema, na
qual a estrutura esférica das goticulas modifica-se para
fases hexagonais e continuas (Constantinides er. al, 1995;
Oliveira, 1997; Avramiotis ef al., 1997).

A reologia consiste no estudo do escoamento ou
deformacio do material em estudo quando submetido a
uma tensdo (Wood, 1986). O método é aplicdvel na carac-
terizacio de sistemas micro e emulsionados, pois o com-
portamento do fluido estd relacionado com o tipo & grau de
organizaclo do sistema. Também podem ser empregadas
para checar a qualidade durante o processo de producio,
além de permitir o estudo do efeito de aditives na formu-
lagdo (Scott, 2000).

Os sistemas microemulsionados e emulsionados se
comporiam na maioria das vezes, como sisiemas ndo—
Newtonianos, os quais se caracterizam por mudanga na
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viscosidade com o aumento da velocidade de cisa-
Ihamento, em que a relagdo entre tensdo e velocidade de
cisalhamento ndo € constante e os grificos apresentam-se
como uma curva (Wood, 1986; Scott, 2000). Fregiien-
temente, as ME também estdo associadas & tixotropia
(Cera, 200 |; Formariz, 2004).

Correa e colaboradores (2005) mostraram que a
viscosidade aparente de sistemas microemulsionados e
emulsionados € dependente do volume de fase e da natu-
reza da fase oleosa, visto que o aumento do volume de fase
interna oleosa provocou aumento da viscosidade aparen-
te e que microemulsdes com estruturas bicontinuas apre-
sentam valores de viscosidade mais baixos.

A caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas
emulsionados e microemulsionados, principalmente por es-
wdos de viscosidade e determinagio do tamanho das
goticulas, pode auxiliar na interpretacio dos experimentos
de liberagdo in vitro e in vive. O didmetro das goticulas
da fase interna das emulsdes e microemulsdes assim como
aviscosidade do sistema estio diretamente relacionados
com a velocidade de liberagio i vitro e com o processo
de difuso in vive, facilitando ou dificultando a fracio
disponivel de firmaco por unidade de tempo (Correa,
2005).

Vias de administracio

Dependendo de sua composigdo, as microemulsdes
nio apresentam restrigdes em relagio as vias de adminis-
ragio, podendo ser aplicadas pela via oral, ocular (Garti,
Aserin, 1996), tdpica, dérmica (Cruz, Uckun, 2001},
ransdérmica, parenteral (Garti, Aserin, [996; Lier al,
2002}, pulmenar, vaginal, retal (Cruz, Uckun, 2001) e na-
sl (Lief al., 2002).

Microemulsdes como Sistemas de Liberacio de
Farmacos

MNos (lumos anos, tem aumentado o interesse na
aplicagio de microemulsdes como sistema de liberagdo de
firmacos, jd que esses agregados apresentam-se descri-
t0s na literatura como sistemas reservatorios e permitem
liberacio lenta do firmaco, a qual proporciona efeito pro-
longado, evitando atingir concentragdo plasmdtica acima
do necessdrio (Dalmora er al., 2001).

Dispersdes coloidais dleo em dgua representam in-
teressante perspectiva para o desenvolvimento de formu-
lagdes, pois estas sdo utilizadas como veiculos para libe-
racdo de firmacos pouco solivels em dgua, especialmente
quando administrados pela via parenteral. Porém, esses
sistemas requerem alguns cuidados especiais, tais como,

esterilidade, apirogenicidade, isotonicidade, atoxicidade e
gstabilidade. Além disso, o tamanho das goticulas da fase
dispersa deve ser menor do que | mm, pois goticulas de
dleo maiores podem causar embolia. As microemulsdes
obedecem esse tltimo requisito (Trotta, 1999).

Microemulsdes lipidicas do tipo O/A séo alternativas
interessantes como sistemas de liberacio de firmacos
(Figura 3). A estrutura bdsica da microemulsdo lipidica é
um lipidio neutro na regido interna, como, por exemplo, um
trigliceridio liquido, estabilizado porlipidics anfifilicos, como
os fosfolipidios. Esse sistema pode solubilizar quantidade
considerdvel de farmacos lipossoliveis no dominio
hidrofobico da fase interna oleosa e, portanto apresenta
potencial de aplicagdo terapéutico como transportadores
de farmacos lipossoliveis (Lundberg ef al., 1996).

Farmaco

Fase oleosa

FIGURA 3 - Microemulsio do upo O/A (Oliveira ef al.,
2004).

A literatura relata que fadrmacos parcialmente
hidrofilicos solubilizados em sistemas microemulsionados,
podem particionar entre a fase continua, interior da ME e na
regido interfacial. Portanto, a regifo interfacial pode ndo
consistir inteiramente de compostos tensoativos. Além dis-
s, aliteratura também mostra que o aumento da solubilidade
do farmaco nas goticulas dispersas de dleo estd relaciona-
do com a partigio favordvel do mesmo nesta fase e o sis-
tema terd caracteristica de reservatdrio, apresentando libe-
ragdo prolongada do farmaco. Essa liberagio acontece de-
vido a difusio lenta e continua de firmaco das goticulas de
oleo para a fase continua ( Garti, Aserin, 1996).

As ME dotipo dgua em dleo (A/Q) também tém sido
descritas como sistemas ransportadores de firmacos
hidrofilicos, principalmente para liberagio de firmacos por
via oral (Ritschel, 1991; Sarciaux er al., 1 995; Park, Kim,
1999 e intramuscular (Gasco er al., 1990; Park, Kim,
1 999). No caso de microemulsdes do tipo A/Q, a inversio
de fase € uma propriedade interessante, que resulta em
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microemulsdes do tipo (WA, e estas podem ser usadas para
liberagio de firmacos via oral (Park, Kim, 1999;
Wargaftigi, 2000). A literatura relata que ME A/O, podem
ser facilmente invertidas em ME O/A e/ou emulsdes
multiplas do tipo dgua-cleo-dgua (A/OVA), quando estas
sio diluidas com excesso de fase aquosa. As micro-
emulsdes do tipo (VA apresentam muitas vantagens como
sistema de liberagio de firmacos, pois estes melhoram a
solubilizagdo de firmacos lipofilicos, tornando possivel o
uso parenteral e permitindo assim, a produgio em larga
escala industrial sem o uso de energia para a homo-
geneizacio (Park, Kim, 1999). Por outro lado, estudos
experimentais mostram a melhora na absorgio oral, quando
s utiliza sistema microemulsionado. Esta melhora € devida
a incorporagio do fdrmaco nas goticulas das micro-
emulsdes (O/A) e, também, ao aumento especifico da drea
superficial, resultando no intenso contato das goticulas com
otrato gastrintestinal. Qutro fator importante € o tamanho
e a polaridade das goticulas das ME resultante do balan-
¢o hidrofilico e lipofilico do tensoativo, pois a variagio
dessa polaridade influencia a incorporagdo do firmaco e
do tensoative na interface, alterando a propriedade de li-
beragdo do firmaco (Itoh er al., 2002).

Microemulsdes também apresentam grande poten-
cial como veiculos de liberago de farmacos lipofilicos via
intravaginal e retal, tais como, microbicidas, esterdides e
horménios, porque aumentam a capacidade de solu-
bilizagio de firmacos, aumentam absorgdo e melhoram a
eficiéncia clinica. Entretanto, o uso dessesistema para ad-
ministragdo intravaginal e retal impds rigorosas exigénei-
85 no que diz respeito 4 toxicidade e & biodisponibilidade da
formulago, uma vez que, para esse sistema ser conside-
rado adequado para aplicacio intravaginal, deve apresentar
goticulas com didmetros de 30-80 nm e os excipientes far-
macéuticos usados devem contornar problemas de
toxicidade (Cruz, Uckun, 2001 ).

Cortesi e colaboradores (1997) utilizaram sistemas
microemulsionados para solubilizar a campiotencina,
alcaldide citotoxico bastante utilizado no tratamento de pa-
ciente com cdncer, em especial, de pulmio, ovirio e mama.
A solubilidade desse firmaco & muito baixa, cerca de
1,3 mg/mL, e isto causa sério inconveniente aos pacientes,
urmna vez que este medicamento 56 pode ser administrado
através de infusdes continuas ou miltiplas injegdes didrias,
oque resulta em virios efeitos adversos: neutropenia,
rombaocitopenia, anemia, alopecia, ndusea, vomitos, diarréia
g erupgdes cutdneas. Os sistemas microemulsionados au-
mentaram consideravelmente a solubilidade da camp-
totencing, pois esta chegou a 500 mg/mL. Esse efeito asso-
ciado & maior penetragio em membranas bioldgicas pode
contribuir para o aumento da absorgio gastrointestinal dos

alcaldides e, entdio, facilitar a administracio oral (Cortesi,
Mastruzzi, 1999; Formariz ef al., 2004).

Trabalhos desenveolvidos em nosso laboratério mostram
que ME aumentam significativamente a solubilidade de
antiinflamatdrios ndo-esterdides (Dalmora, | 996; Correa,
1996; Dalmora, Oliveira, 1999; Oliveira et al., 2004) e funci-
DNAM COMo SISIeMas reservatorios, proporcionando ativida-
de terapéutica mais intensa e portempo prolongado. Também
foi demonstrado que ME constituem veiculo muito mais efi-
clente que a solucdo aguosa para administragio de vacinas
de DN A porviaoral (Wargaftigi, 2000; Oliveiraeral., 2004).
Nesse contexto, os sistemas coloidais de veiculagio de
farmacos, particularmente as ME, também tém sido utiliza-
dos como estratégia para aumentar o indice terapéutico dos
quimioterdpicos antineopldsicos, com a conseqiiente reducio
dos efeitos adversos (Maranhio ef al., 1993; 1996; Mitra et
al,, 2001; Owens ef al,, 2001 ; Formariz, 2004).

A literatura mostra que quando os fairmacos sio
incorporados em sistemas microemulsionados, o transporte
& maior do que em cristais liquidos. Esse fato pode ser
atribuido as diferencgas estruturais desses sistemas, os
quais restringem o movimento das moléculas do firmaco,
e as interagbes soluto-solvente no ambiente anisotropico e
isotrapico, visto que os cristais liquidos apresentam alta
energia de ativagio de difusio de firmacos e baixa
difusividade de farmaco (Gabboun et al., 2001 ).

A andlise detalhada dos diagramas de fase mostra que
a mistura dos componentes das microemulsdes em diferen-
tes proporgdes podem gerar virios tipo de agregados nos
limites desses diagramas. Assim, no dominio dos agregados
polimorfos pode-se detectar a existéncia das emulsdes,
microemulsdes e cristais liquidos (Ezrahi et al., 1999).
Nessas varias formas de agregacio, microemulsdes e cris-
tais liquidos podem influenciar diferentemente a velocidade
de liberagio dos farmacos (Gabboun et ol , 2001).

CRISTAIS LIQUIDOS

Cristais liquidos constituem uma fase distinia de
estruturas condensadas, cujas caracteristicas fisicas os
posicionam entre solidos e fundidos, com parcial ordem/
desordem das espécies atdmicas. Por essa razdo, sdo tam-
bém chamados de mesofases, em que o prefixe grego meso
significa intermedidrio. Materiais que formam cristais liqui-
dos pela adigio de solventes sio chamados cristais liqui-
dosliotrapicos, enquanto cristais liquidos termotrapicos tém
sua estabilidade dependente da temperatura (Hyde, 2001 ).

Mesofases liotrdpicas contém, no minimo, dois com-
ponentes: o componente orgdnico, por exemplo, tensoativo
e seu solvente. A porgdo orgdnica deve exibir ceria com-
plexidade quimica, do contrério, o solvente iria simplesmen-
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te solubilizar a molécula, originando solugdes moleculares
de moléculas dispersas e desordenadas, e certamente ndo
seriam formados cristais liquidos. A adigo de um solvente,
tal como a dgua, ird hidratar seletivamente a porgdo
hidrofilica das moléculas de tensoativo, evitando as regi-
tes hidrofdbicas (Hyde, 2001).

O fendmeno essencial comum aos estados cristalinos
¢ a presenca de orientacio ordenada das interfaces. A fim
de caracterizar o comportamento de fase de sistemas liqui-
do-cristalines, € necessdrio conhecer a existéncia de outras
mesofases, as quais ndo sio (siricto sensu) cristais liquidos,
como microemulsdes isotropicas, mesofases esponjosas e
emulsdes, cujas interfaces ndo possuem qualquer tipo de
ordem orientacional (Ezrahi er af., 1999; Hyde, 2001).

Mesofases liotropicas podem ser consideradas
micelas ordenadas com arranjo molecular caracterizado
por regides hidrofdbicas e hidrofilicas alternadas. Confor-
me o aumento da concentragio de tensoativo, diferentes
formas liquido-cristalinas podem ser formadas, como
lamelares, hexagonais e cibicas (Gabboun et al., 2001).

A fase lamelar (designada L ) é formada por cama-
das paralelas e planas de bicamadas de tensoativo sepa-
radas por camadas de solvente, formando rede
unidimensional (Figura 4-A). Ja na fase hexagonal, os agre-
gados sdo formados pelo arranjo de cilindros longos, origi-
nando estruturas bidimensionais. Na fase l il (fase normal),
as moléculas do tensoativo se agrupam em micelas cilin-
dricas circulares, com dgua preenchendo o velume enire
os cilindros, enquanto que na fase H (fase reversa), os
cilindros contém canais de dgua circundados pelas cabe-
¢as polares do tensoativo e a porgdo oleosa localizada ao
redor dos cilindros (Figura 4-2) (Ezrahi et al., 1999).

1 2

FIGURA 4 - llustragio esquemartica (1) fase lamelar e
(2.a) fase hexagonal (2.b) fase hexagonal reversa (Ezrahi
et al., 1999),

Fases cubicas liotrépicas (Figura 5) apresentam
gstruturas mais complicadas e visualizadas com maior
dificuldade que as outras. Quase todas as fases fluidas
tridimensionais observadas sdo de simetria cibica, apesar
das romboédricas, tetragonais e ortorrombicas de topologia
inversa também serem detectadas em alguns sistemas
(Ezrahietal., 1999).

FIGURA 5 - Estrutura da fase cibica de monolecato de
glicerila-dgua em trés dimensdes com ampliagdo
maostrando bicamada lipidica (Shah er al., 2001).

Um dos maiores problemas associados ao desenvol-
vimento de sistemas de liberacio de farmacos €, sem du-
vida, a escolha dos constituintes. Essa escolha deve ser
bastante criteriosa e deve atender alguns requisitos, como
ndo-toxicidade, ndo-irritabilidade, capacidade de
solubilizagdo do firmaco a ser incorporado no sistema,
assim como capacidade de formar o sistema desejado
(Lawrence, Rees, 2000; Kreilgaard, 2002).

As mesofases liquido-cristalinas sdo geralmente for-
madas pela presenca de tensoativos da classe dos
polioxietilenos, polimeros e lipideos, como mono ¢
triglicerideos. Dentre os lipidios mais utilizados na compo-
sicdo desses sistemas, estdo a monoleato de glicerila
(monoleina) e 0 monolinoleato de glicerila (Norling et al.,
1992; Carr et al,, 1997; Chang, Bodmeier, 1997; Lee,
Kellaway, 2000; Urban, 2004). Dependendo da tempera-
ra e da concentragio dessas moléculas em dgua, for-
mam-se agregados bem estruturados, tais como fases
clibicas, hexagonais ou lamelares (Brinon er al., 1999;
Farkas er af., 2001; Gabboun et al., 2001).

Caracterizacdo fisico-guimica

As mesofases liguido-cristalinas podem ser grossei-
ramente caracterizadas verificando-se a viscosidade. A
fase lamelar geralmente apresenta-se como liquido viscoso
e a fase hexagonal tem a viscosidade semelhante & de um
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gel, enquanto que a viscosidade da fase cibica € extrema-
mente elevada (Gabboun ef al., 2001; Hyde, 2001). Me-
didas de reologia sdo utilizadas a fim de se determinar a
viscosidade dindmica, obtendo-se como resultade a curva
de viscosidade em relagiio ao fluxo e & visco-elasticidade,
por meio dos parimetros modulo de armazenagem (G') e
maodulo de perda (G”), obtendo-se, neste caso, informagio
sobre a aparéncia das amostras (Schramm, 2002).

Uma das maneiras de classificar as fases liguido-
cristalinas € determinar sua isotropia ptica, através da
tecnica de microscopia de luz polarizada. Sob um plano de
luz polarizada, a amostra € anisotropica se for capaz de
desviar o plano da luz incidente e isotropica se ndo desvi-
ar & luz. Mesofases lamelares e hexagonais sdo
anisotropicas, enguanto as clibicas sdo isotropicas (Norling
et al., 1992; Brinon et al., 199%; Hyde, 2001).

Para andlises mais aprofundadas da estrutura das
mesofases, disposicdo das interfaces, tamanho de micelas,
diversas técnicas mais sofisticadas sdo comumenta utilizadas,
como microscopia eletrdnica de criofractura (Ezrahi er al.,
1999), difracio de néutrons (Hyde, 2001 ), espalhamento de
raios-X a baixo dngulo (SAXS), espalhamento de néutrons a
baixo dngulo (SANS) (Farkas er al., 2001) e calorimetria
exploratona diferencial (DSC) (Farkas ef al., 2000).

Vias de administracio

As mesofases liquido-cristalinas podem ser adminis-
tradas através de diversas vias, como oral, retal, subcutinea,
topica, transdérmica, intramuscular e endovenosa (Mivazaki
et al., 1986; Wyatt, Dorschel, 1992; Carr et al., 1997;
Brinon et al., 1999; Lee, Kellaway, 2000; Urban, 2004).

Para administragdo oral, o sistema contendo o
firmaco deve ser fundido e colocado em cdpsulas, de
modo a ser ingerido e, entio, transformado i 5itu na fase
ciibica apos contato com os fluidos gastrintestinais (Wyatt,
Dorschel, 1992).

Jd para a administracio parenteral, a fase cibica e
o proprio monoglicerideo apresentam-se muito VISCosos
para administragio direta, tanto intramuscular como sub-
cutinea. Dessa forma, € necessdrio que o sistema de libe-
m¢io apresente baixa viscosidade para que possa ser in-
jetado e se transforme, posteriormente, em fase clbica
{Chang, Bodmeier, 1 998).

Cristais Liquidos como Sistemas de Liberacdo de
Firmacos

Esses sistemas podem ser considerados como
micelas ordenadas com arranjo molecular caracterizado
por regides hidrofilicas e lipofilicas alternadas. Os

firmacos, quando incorporados nesses sistemas, poderdo
residir nessas duas regides e também na bicamada de
tensoativo da mesofase, dependendo da solubilidade do
fairmaco (Muller-Goymann, Frank, | 986).

As interagoes firmaco-sistema desempenham impor-
tante papel no controle da liberacfo. Entretanto, a razio de
liberagdo de firmacos incorporados em sistemas liquido-
cristalinos dependerd da estrutura da mesofase assim como
das caracteristicas fisico-quimicas do firmaco. Essas pro-
priedades tornam possivel a utilizaclo de cristais liqguidos
como veiculos transportadores de farmacos, os quais po-
dem ser capazes de controlar a liberacio das substdncias
neles incorporados (Gabboun er al., 2001).

Como conseqiiéncia da interagdo firmaco-solvente,
sob certas condigdes, os firmacos solubilizados podem
induzir mudangas no empacotamento molecular do siste-
ma. Este efeito pode influenciar a razdo de liberagio in
vitro (Muller-Goymann, Frank, |986; Ibrahim er al., 1993;
Farkas er al., 2001).

Miyazaki e colaboradores (1986) utilizaram géis de
Pluronic F-127, os quais se apresentaram como cristais li-
quidos isotrdpicos de alta viscosidade, para liberagdo con-
trolada de firmacos pelas vias topica e retal. Nestes casos,
as fases géis liquido-cristalinas apresentaram-se como sis-
temasreservatdrios paraa indometacina, que foi liberada por
difusdo atraveés dos canais de dgua da matrizdo gel.

Além de afetar a liberagio do firmaco, a mesofase
pode alterar a direcio do seu movimento, assim como aumen-
tar sua solubilidade, em fungdo das regides de diferentes
polaridades existentes nesses sistemas (Farkas er al., 2001).

Entre as in(meras vantagens apresentadas pelos
cristais liquidos como veiculos para administracio de
farmacos, a literatura também tem demonstrado proprie-
dades bioadesivas das fases cubicas e lamelares, embora
o mecanismo de bioadesdo ainda ndo esteja completamen-
teelucidado (Engstrém er al., 1995; Nielsen er al., 1998).

A fase cubica exerce agdo protetora contra degra-
dagdo enzimdtica de farmacos peptidicos e 0 aumento da
gstabilidade quimica de compostos contendo pontes
amidicas (Nielsen et al., 1998).

Gabboun e colaboradores (2001) estudaram a libe-
ragio de dcidosalicilico, diclofenaco dcido e seus sais in-
corporados em sistemas estruturados liotrdpicos
anisotropicos (fases lamelar e hexagonal) e isotropicos
(sistema micelar) através da pele de ratos sem pélo. As
mesofases foram preparadas a partir da mistura do
tensoativo polioxietileno (20) hexadecil éter em dgua ou
tampdo de dcido cloridrico pH 1. Os resultados indicaram
que o transporte de dcido salicilico fol maior quando incor-
porado em sistemas isotropicos micelares do que em
anisotropicos (alta energia de ativagdo de difusdo de
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firmacos e baixa difusividade de fairmacos), e que o trans-
porte de diclofenaco dcido e seus sais através da pele foi
cerca de 30 vezes menor que o do dcido salicilico. Esses
resultados podem ser atribuidos as diferencas estruturais
desses compostos, que restringem o movimento das mo-
léculas do firmaco, e s interacdes seluto-solvente no
ambiente anisotropico e isotropico, causando a liberacio do
diclofenaco e seus sais em diferentes razdes.

CONCLUSOES

Microemulsdes e cristais liguidos podem modificar
profundamente a velocidade de liberagdo de firmacos,
oferecendo beneficios que incluem o aumento da solubili-
dade e absorcdo e controle da biodisponibilidade de
fairmacos. Como sistemas reservatorios podem alterar os
parimetros farmacocinéticos, diminuindo a toxicidade e
aumentando a eficicia clinica de fairmacos.

ABSTRACT

Microemulsion and liguid cristals as
drug delivery systems

Depending on the proportions, the mixiure of
surfactants with water, in the presence or absence of
oil, may form different types of supramolecular
aggregaies. Among these, polymorphic structures
represented by microemulsions (ME) and lyotropic
mesaphases—liguid crystals (LC), closely related with
the nature and the proportion of the constituenis, can
exist. In this work, the role of these systems in the
incorporation of drugs with different physico-
chemical properties, influencing strongly the drug
wlease as well as the bioavailability of the drugs, was
discussed. Aspecis about the formation and the
characterization of ME and LC were also discussed.
The analysis of the literature indicate that depending
on the drug polarity the effect af ME or LC can be
used to opiimizes therapeutic effects through the
control of rates and the drug release mechanisms.

UNITERMS: Microemulsion. Liguid crystals. Phase
diagram. Drug delivery svitems.
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Abstract

Microemulsions (ME) conaining sava phosphatidylchaling (SPCWpolyoxvethylenglyeerol trihydroxystearate 40 (EU Msodium oleate (SO} as
surfactant cholesterol (CHOY as oil phase and aqueous buffer were studied, Pseudo-ternary phase diagrams of the investigated systems wers
obtained at constant SPC/EU/S0 weight ratio 3.5:3.5:3.0 by titration, in order to characterize the proportions berween the components 1o form
clegr systems. The dynamic light scanering results showed that the size of the oil dropleis decreases significanily with the raiio of surfaciant/oil
phase added 10 system. Depending an the composition ME sysiem could exhibit & thixotropic behavior. The apparant viscosity increzsed 23- and
13-folds with cholesterol concentration for drug-free and drug-load ME, respectively. It was also verified that the octanolfaqueous huffer partition
ooefficient {Kgn) of doxorubicin {DOX) was pH dependent increasing abrupily above pH 6.0, It was possible to incorporate 2.24 mg/ml of DOX
into ME. The incorporation of DOX in the ME systems increased the droplets size for all surfactant concentrations usad in the system, The resulis
suggest that DOX interacts with the microstructure of the ME at the swdied pH increasing significantly the drug solubility. It was possible 1o

conclude that the investigated ME can be a very promising vehicle as drug-carrier for administration of doxarubicin,

D 2006 Elsevier B.Y. All rights reserved.

Keywords: Microsmulsion; Soya phosphatidylehaline;, Drug delivery: Doxorubicin

. Introduction

Colloidal systems, such as microemulsions (ME) have been
investigated for drug delivery and targeting, since these sys-
tems can incorporate drug compounds modifying bioavailability
[1.2] and stability [3—8] and reducing side effects [9,10]. These
dispersions can be defined as a mixture of at least two immis-
cihle liguid components stabilized by surfactant compounds,
which are adsorbed at oil=water interface hindering the droplet
coalescence due the favorable thermodynamic [11]. ME’s are
frequently used for administration of lipophilic drugs usually
dissolved in the oil phase of the O/W ME [12]. Due to its bio=-
compatibility and the long-term stability ME with internal phase
dameter of submicron order can be used for intravenous admin-

* Corresponding author, Tel.: <55 16 3301 6974; fax: =55 16 3322 0073,
E-mail address: oliveiag® fofarunespbr {A G. Oliveira).

0927-TT65/8 — see fromt matier © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
iz 0. 10168, colsedh. 2006.05,005

istration (L'V.) [13,14]. It has been described that 1LV, adminis-
tration of ME with droplet size in the range of 100=-200 nm are
largely captured by blood cells in the liver [15=18]. Because of
the pharmaceutical advantages ME has been object of intensive
investigations with regard to drug release [19]. In fact, depending
on the composition different microstructures that can be formed,
such as O/MW and W/O ME and, bicontinuous structures [20=22],
which can strongly affect the release of drugs [23=25], In order
to investigate the ahility of ME vehicles as a drug delivery sys-
tem, it is important to characterize the microstructure of ME
for empty and drug-loaded. Many technigues such as light scat-
tering and rheological studies associated to viscosity have been
used to obtain suitable information about the properties of these
systems [26=29].

Doxorubicin (DOX),  10-(4-amino-3-hydroxy-6-methyl-
tetrahydropyran-2-y1oxy=6,8,1 1 -trihydroxy -8-(2-hydrox yace-
tyl}-1-methoxy-7,8.9,1 0«tetrahydrotetracene 5,12-dione (CAS
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B3214-92-8), is a widely used antitumoral compound, Because
cell membranes are permeable to the lipid soluble anthracycline
molecules with an unprotonated sugar amino group like Dox-
orubicin with pK; walue about 8.2 30,31], these compounds
have direct access to intracellular target sites in all cell types
including tumor cells [32], Thus, the clinical use of doxorubicin
a antitumor agent has several limiting complications related
to cell kill in normal tissues such as the bone marrow and
intestinal epithelium. Moreover, the drug produce also related
serious cardiotoxic effects as acute cardiac injury and chronic
congestive cardiac failure [33=36]. It was described in the
literature that the encapsulation of the chemotherapy agents
within colloidal systems usually improves drug efficiency and
leads to decrease of the toxicity because the carrier exit the
Hood circulation in tissues where capillary junctions have been
disrupted and are not tightly bound, ie tumor growth areas
[37].

Thus, itisof obvious relevance studies providing further data
supporting the advantages of the delivery systems commonly
used for antitumoral drugs. A number of drugs have now been
successfully encapsulated in liposomes, and microemulsions
[23.38=40], and in most cases appears to improve therapeutic
efficacy and largely decreasing toxicity [41=-43]. For DOX and
cthers antitumoral drugs the decrease of toxicity is an important
al to improve therapeutics.

In this work, ME stabilized by the mixture phosphatidyl-
choline/hydrophilic surfactant was studied. The obtained sys-
tems were characterized in a pseudo-ternary phase diagram. The
dameter distribution was analyzed in relation to proportion of
the surfactant used and ME composition. Rheological profile
was determined by controlled-stress rheological analysis. The
variation of the droplet diameter, and rheclogical properties was
studied in the presence and absence of DOX incorporated into
ME.

2 Materials and methods
2.1, Material

Soya phosphatidylcholine (SPC) prikumnTM 2007 was pur-
chased from Degussa Texturants Systems Deutschland GmbH
& Co. (Hamburg, Germany ); cholesterol (CHO), sodium oleate
(50} and |-octanol (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA);
tris (hydroxymethyljamino methane (Merck, Darmstadt, FR.
Germany); doxorubicin (Adriamycin™ RD); polyoxyethyleng-
lycerol trihydroxystearate 40 (EU) (Eumulgin® HRE 40). Water
was prepared using a Milli  Plus water purification system

:;

(Millipore) and its resistivity was 1 8.2 M(-cm. All other solvents
and chemicals were analytical grade.

2.2, Micwemulsion preparation

2.2.1. Pseudo-ternary phase diagram

Previous studies with initial ME formulations containing
CHO (3% as oil phase, Tris=HCI buffer pH 7.2 as agueous
phase (80%) and surfactant mixture EUSSPC/SO (17%) were
used to obtain the better hydrophilic=lipophilic balance (HLB)
value forthe stahilization of the clear ME system, The HLB value
describes the simultaneous attraction of the surfactant mixture
for the il and agueous phases and when is similar to required
HLB of the oil phase of the ME system provides the minimum
energy condition so that for ME formation. The composition of
the surfactant system EUJSPC/SO was established in order to
obtain the HLB values in the range of 9.88=16.23 as described
in Table 1. The HLB value that provided the clearest system was
used to obtain the pseudo-ternary phase diagram.

For this, to suitable amounts of SPC a weight of EU and S0
were added in order to obtain the HLB 12, To the semisolid
mixture SPC/EU/SO (S), CHO (O) was added. For obtaining
the phase diagram adequate 5/0 weight ratios were used in the
range from 1:9 to 9:1, respectively. To the constantly stirred
semisolid mixture (1.0 g), containing S and O, the agueous phase
(W) was slowly added with a precision burette. The transitions
from semisolid mixture to optically clear microemulsion, clear
microemulsion to translucent dispersion or separate phase were
sharp and reproducible with 0.05 ml of W. The titrations were
carried put in a controlled temperature room at 25£0.1°C,
ME’s were prepared 24 h before the experiments and maintained
at25 =0.1 °Cto complete the equilibrium of the system, For the
phase diagram of the DOX-load ME the DOX was added to the
mixture of 5/0 before addition of the agueous phase and the
procedure followed as described behind for DOX-free ME.

2.2.2. Preparation of DOX-load ME

Selected weights of EU and SO were added to SPC. To the
semisolid mixture EU/SO/SPC (14%), CHO was added (6%).
To the constantly stirred mixture containing the surfactant and
ol phase the aqueous phase (80%, w/w ) was slowly added, This
addition sequence enabled the dissolution of the surfactant with
gentle stirring, The mixture was left for 10 min in thermostatic
chamberat 25 = 0.1 °C. The appropriated amounts of DOX were
dissolveddirectly inthe liquid microemulsion (LME) previously
prepared. The formulations used in this work are showed in
Fig. 1(a and b) and described in Table 2

Table 1
Surfactant mixtures used fo establish the requirsd HLB value for ME systems
Compound (%) HLH values

4.8 10.31 10,80 1137 12,02 12.80 13.72 1454 16.23
SPC 47.76 4523 4234 39.02 1516 3081 2519 1860 1042
EU 4776 4523 4234 02 35.16 3061 25.19 1860 1042
50 448 Q54 15.32 21.96 68 8T8 49.82 62,80 7216
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so-:uu:b

Fig. |. Pszudo-ternary phase diagram for the system containing, SPC/EU/SO
), CHO {0} and aguzous buffer (W). Kay: (a) DOX-unload ME; {b) DOX-
load ME; {LME] liquid microemulsion; { GME]) gzl microzmulsion; {GEM) gel
emulsion; {L ME-Dox) DOX-load liquid microemulsion; {PS) phase szparation;
() specific compositions of the studied ME's, 25°C.

2.3, Microemulsion characterization

2.3.1. Photon correlation spectmscopy

The particle size analysis was camed out using a photon cor-
relation spectroscopy apparatus (Brookhaven Instruments Cor-
poration, EMI 9863 model) with laser source He=Ne 10mW,
532 nm-HUGHES, self-correlator, 64 channels). Before analy-
ds the samples were diluted with buffer Tris=HCI 0.01M pH
7.2 and filtered (0.22 pm). The size measurements were carried
out at fixed angle of 907, The correlator was operated in parallel
mode and the cumulant method of analysis was used to calculate
the mean sample size according to the intensity of scattered light
(Z—average diameter). The results are the mean and standard
deviation (5.D.) of at least 10 measurements of the samples. The
measurements were performed at 25 = 0,2 °C,

2.3.2. Rheological measurements

The rheological properties of drug-load and drug-unloaded
ME were determined using a controlled-stress Carrimed CSL
100 rheometer (TA instruments) with cone-plate geometry. The
cone-plate geometry is a 2° gainless steel cone with a 4cm
dameter and a gap of 55 pm between the cone and plate. The
experiments were performed with shear rate () in the range of
0-100 5™}, The used shear rate regions were selected due to the
resisting abilities against the applied stresses. The rheological
measurements were performed for both, up- and down-curves.
The data of the shear cycle were fitted to power-law model
using the Rheology Solutions Software (version Data V1.1.7,

Tahle 2

Fercent compasition {w/w ) of ihe microemulsions formulations

Componzrit ME A MEB MEC MED MEE
Surfactam (5] 17 14 1] ] 5
Gl phaz= (O) 3 [ ] 2 I5
Aguzous phasz (W) 4] 80 L] il B0

3cc Fig. | for phasc diagram illustration,

TA Instruments), The apparent viscosity (yapp) was determined
at shear rate of 605", All rheological determinations were car-
ried out in triplicate for all samples and at 25,0 = 0.2°C.

2.3.3. Partition coefficients

The partition coefficient of doxorubicin was determined from
Sml of 20 mg/ml DOX buffered solutions at the pH's 4.8, 5.8,
68,72, 8, 8.8 and 9.8, 5ml of 1-octanol were added to DOX
solutions and the mixture was maintained constantly stirred for
30 min. After, the samples were transferred to a separatory fun-
nel and kept at rest for 20 min. The agueous phase was separated
and centrifuged at 3800 rpm for 15 min (Sorvall TC Centrifuge).
The samples were prepared and analyzed in triplicate.

2.3.4. Maximum incorporation of DOX into microemulsion

Microemulsions containing 8 (14%), O (6%) and W (80%),
were prepared in triplicate. Five milliliters of ME were trans-
ferred to sonication tube, excess of DOX was added. and the
system was submitted to ultra-sound for 5 min. After sonication,
the microemulsions were centrifuged at 30,000 rpm for 30 min
to remove the drug excess. Supematant was recovered and care-
fully filtered using a 0.45 pm membrane. The filtrate was diluted
and dissolved in methanol for the guantitative analysis of the
DOX by HFLC.

2.3.5. Ouanirative analysis of doxorubicin

Doxoruhicin was analyzed by HPLC using a Shimadzu
instrument with a pump model LC-9A; UV=vis detector model
SPD-6AV): temperature controlled column oven model CTO-
6A; integrator model C-R6A; system controller model SCL-6B)
and rheodyne injector with 10 plloop. Li.ChEDSphEEE 100 RP-18
column 25 cm long x 4.6 mm with 5 pm particle size. The used
mobile phase was the mixture of phosphate buffer 0.01 M pH
2.96 and methanol (40:60, w/w ). Flow rate of 1 mlfmin, column
temperature 30°C, and UV=vis detector at 485 nm.

3. Results and discussion

From initial studies with microemulsions formulations we
have found that the more clear system containing CHO,
EU/SPC/S0O and agueous buffer was obtained with surfactant
mixture of HLB 12 that is related to SPC/EU/S0 ratio about
3.5:3.5:3.0, respectively, Thus, this surfactant composition with
HLB 12 was selected for the sequence of the study.

For a good characterization of the ME systems the deter-
mination of the pseudo-ternary phase diagram that describes
the ideal experimental conditions in which the components
must be combined to form a clear preparations is of relevance.
For SPC/EU/SO stabilized microemulsions the pseudo-ternary
phase diagram (Fig. 1(a)) describes the wide range of possibili-
ties to obtain clear systems in the phase diagram regions where
the O/W ME can prevail. For the system containing doxorubicin
a very similar domain region for ME was obtained in the phase
diagram (Fig. 1(b)).

The microemulsions formulations were selected in order to
obtain oil in water systems when diluted with agueous buffer.
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Tahle 3
Determination of the droplet size and palydispersity of the ME by light scaticring

5'0 ratio Surtactant (%) DOX-trez ME [DOX-load ME

Diameter = 5.0, {nm) PDIXS D [Dameter = 5.0. {nm) BPDI=510.
0,333 5 1679 £ 1.1 0.151 = Q012 0246 = 0105
0.667 -1 9.3 =08 0189 = Q009 0,233 = 0,057
1000 i) Wi =05 0271 = Q016 0115 = 0.042
233 4 686 = 0.7 0234 = Q013 0277 = 0,076
5.667 17 62403 0.221 = Q009 0,233 = 0,011

Key: standard deviation {5.D.), polydispersity index {PDL).

The points (A-D) showed in the phase diagram of Fig. 1(a) rep-
resents the compositions of the formulations used in this work.

The data of the pseudo-ternary phase diagram (Fig. 1(a))
shows that it is possible to add a great volume of agueous phase
and limited volume of oil phase maintaining the thermodynamic
gability of systems. Clear and translucent regions are shown
in the phase diagram as ME domain system. The analysis of
the regions of the phase diagram (Fg. 1(a)) shows that a dis-
tinct transition from separated phases to gel emulsions, from gel
emulsion to gel microemulsions (GMEs) and liquid microemul-
dons could be observed. Depending on the oil phase contents
it was verified that about 30% of agueous phase was necessary
to form GEM phases. Gel microemulsion system was present in
small region involving agueous phase in the range of 60=7T0%
and the maximum of 10% of oil phase. Above 7T0% of agueous
phase a completely clear liguid microemulsion was obtained at
low oil phase volume. However, when the oil phase proportion
was increased the system became translucent indicating a proba-
ble change in the internal microstructure. In fact, light scattering
experiments show that when the oil phase proportion increases
together the decrease of the surfactant amount the diameter of
the oil drops increases allowing the formation of the slightly
translucent system.

The remainder region of the phase diagram represented
by turbid system (GEM) involves the conventional emulsions
of high viscosity, Furthermore, we have found that in the
interest region of the phase diagram which represents OfW
ME with high content of agueous phase the incorporation of
the DOX did not alter significantly the phase diagram region
for liquid microemulsion LME-DOX (Fg. 1(b)). The systems
remain isotropic, optically transparent and after centrifugation
30,000 rpm for 30 min no phase separation or solid sediment was
observed. Thus, the stabilization of the system with SPC/EU
provides conditions to reduce interfacial tension to allow the
formation of clear and slightly translucent systems [44=47].

Light scattering are a routine technigue to determination of
the diameter of internal phase of microemulsions. The light scat-
tering measures has been made forliguid microemulsions which
was diluted with agueous buffer in order to detect experimental
errors [48],

The diameters of the oil droplets are shown in Fg. 2 and
Table 3.

We have found that for DOX-load ME the diameters mean
varied from 96 to 215 nm and that for DOX-unload ME from
62 to 168 nm with the surfactant concentrations. Detailed data

including the polydispersity index (PDI) are showed in Table 3.
The polydispersity index was calculated by size average of the
droplets divided by the number average of measured droplets.
For both, DOX-free ME and DOX-load ME the PDI obtained
from the light scattering analysis showed values (0.1=0.2) indi-
cating a good size distribution of the oil droplet in the ME
system. This parameter reflects directly the size homogeneity
of the droplets in the total microemulsion.

The data showed to be dependent on the ratio of surfactant (5)
and oil phase (O} of ME. We can verify that for both, drug-load
and unload ME the diameters of the structures decrease with the
5/0 ratio and reaches a minimum w hen the surfactant proportion
predominate over the oil phase (Fig. 2}, In the insert of Fig. 2 is
possible to observe the decrease of the oil phase diameter as a
function of the surfactant concentration.

Therefore, we have found that the DOX incorporation into
microemulsion modified the diameter profile of the oil inter-
nal phase of ME. For DOX-load ME the effect seems to be
more pronounced in all range of surfactant concentrations, One
hypothesis to explain the biggest diameters of the oil droplets
when DOX was incorporated to ME system is related with the
hydrophobic property of the DOX molecule in the studied pH
region. Since the pK; value of DOX was taken as 8.2, under
pH 7.2 DOX is predominantly hydrophobic and the drug can be
favorably partitioned into oil phase. In this condition the DOX

250 -
o N,
] \ N
15 5
N 2
_EE i \n . SiEy
PRES a TTre—
(&) wl . -
E Ve " 1-‘/4 I 8. om 1 W 3
B ) [Burtectant] %]
a
100 - o
.
[ ]
50
0 1 2 3 Y 5 8
510 ratio

Fig. 2. Effect of the ratio of surfactant/oil phase on the diameter of ME oil
droplets. Key: { () DOX-load ME; (@) DOX -unload ME { s2= Table 2 for formu-
lations details), 25 °C. Theins=rt represends theeffect of the surfactant propartion
on the diameter.
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Fig. 3. Rheological behavior of ME and EM siabilized with EU/SPC/SO. {See Table 2 for formulations details.) Key: (a) DOX-fres ME; {b) DOX-load ME.

can be considered as an additional fraction of cil phase added to
ME system increasing the droplets volume. In addition, since a
small fraction of DOX is ionized at the experimental conditions
the amphiphilic property of the drug promotes the incorporation
of the DOX molecules as a spacer into the surfactant monolayer
atoil=water interfaceleading to droplet size increase, Thus, these
phenomena can explain the parallel shift between DOX-free and
DOX-loaded ME data observed in Fig. 2,

Fig. 3 shows the rheological profile of the samples relating
the shear stress (1) and the shear rate () relationships.

The flow curves revealed that the most ME systems showed
anon linear relationship between the shear stress and shear rate
exhibiting a non-Newtonian flux characteristic. In this case the
viscosity can be termed “apparent viscosity” and is dependent
on the shear rate, pressure, temperature and time [49]. Because
lhese properties the systems behave as a pseudoplastic and a
power-law model can be usedto describe the flow characteristics
of the ME’s. Thus, the flow behavior can be described by the
expression [30]:

r=kiy) (1)

where k is a constant parameter related to the viscosity (consis-
ency index) and r is the flow behavior index. In this modeln> 1
represents a dilatant fluid: n <] represents a pseudoplastic fluid
and Newtonian fluids have » value of unity.

Table 4 gives the values of & and n for both, DOX-load and
DOX-free ME. In Table 4 +* represents the regression coeffi-
cient. As can be seen in Table 4, all r values obtained are less
than unity, indicating that these systems behave as pseudoplastic
shear-thinning fluids. This behavior is due to the onentation of
droplets towards the flow caused by shearing of system.

The degree of shear-thinning could be measured through the
n parameter that decreases when the pseudoplasticity increases.
However, from the data of Table 4, it was found that the » value
increases with the amount of the oil phase added provoking the
decrease of the pseudoplastic characteristic of the systems.

The thixotropic behavior of ME on its composition was
also studied. The response of the thixotropic properties of
ME to stepwise changes of shear rate is showed in Fig. 3(a
and b). It was found that this property could build up with
addition of DOX to ME system. The results of Fg. 3(b)
demonstrated that thixotropic DOX-lpad ME becomes more
mobile with the stirring. In general, the changes in the material
caused by the shearing process reduces the viscosity under
the shear stress but the structure is gradually recovered when
the stress is removed [51,52]. This is a desired property in
pharmaceutical dispersions as ME, especially for pseudoplastic
systems, because the decrease of the viscosity facilitates not
only the drug administration but also the ME preparation. For
the DOX-free ME’s the thixotropic behavior was negligible
highlighting the DOX role on the ME weak thixotropy. It is

Tahle 4

Ettzct of the ME compositions on the flow behavior and consistency

DOX-frae ME " & (Pas P DOX-load ME " k{Pas) -

A 0.67 0.01 (.947 A 0.01 0992
B .69 0.02 04974 B .03 0597
C 0.82 0.02 0.980 L 0.05 0998
0o 0.85 0.03 (988 (] 0.o7 0.998

Sez Table 1 and Fig. 1 for formulations details,
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Fig. 4. Variation of the apparent viscosity with chalesterol ratio added to ME.
Kzy: (@) DOX-free ME: () DOX-load ME.

known that the thixotropic propenty progressively breaks down
on shearing and slowly rebuild at rest for a time period [53,54].

The apparent viscosity of the ME systems could be evalu-
ated through the consistency index (k). For both, DOX-load and
DOX-free ME's, the values of k varied slightly in low propor-
tions of oil phase (Table 4). The analysis of the results of Fg. 4
showed that in fact the apparent viscosity varied slightly with
the proportion of oil phase (cholesterol) up to 6%, but increased
abruptly in higher concentrations,

The modification of the apparent viscosity 5y profile of ME
discloses that the DOX incorporation leads to an increase in the
Napp when compared with empty ME (Fg. 4). This effect can be
explained since the interaction of DOX with the oil droplets pro-
vokes the formation of more voluminous microstructures which
ones reflect directly in the apparent viscosity of the system. In
fact, the light scattering analysis showed larger diameters for
the il drops when DOX was incorporated to ME (Fig. 2). In
addition, it is well known that the increase of the oil phase leads
to an enhancement of the apparent viscosity [37,54].

The variation of the apparent viscosity verified in our results
can be due to the properties of the oil phase and also to the
modifications achieved on the diameter of the oil droplets. For
dluted ME the oil droplets are scarce and have not or have a
little effect on the viscosity. But when the diameter increases or
the number of droplets increases per volume unity the drop—drop
interactions become predominant and then the frictional effects
can lead to the viscosity increase.

The drug—vehicle interaction plays an important role on the
rate of drug release. This feature can be predicted from the
magnitude of the partition coefficient at particular experimental

Table 5
Effzct of pH on the doxorubicin partition cosfficient {Kop) valus

B

[

0 T & I : a

on &0 5.5 80
pH

Fig. 5. Effect of pH on the values of the partition coefficients, Average = 5.0,

condition, The results of the oil/buffer partition coefficient of
doxorubicin (Kog) described in Table 5 and Fig, 5, show that
the DOX solubility was pH dependent, since the pK; value for
a single sugar amine is about 8.2 [30,35].

The partition of the DOX in oil'water system is dependent
on the hydrophobic interactions of the drug with the octanol
phase. Thus, this interaction has more significant influence when
the undissociated amino group of DOX predominates in the
mediurm.

Since the pK; walue of DOX was taken as 8.2, at the pH's
values in which the undissociated drug fraction starts to exist,
the DOX fraction dissolved in the oil phase increases leading
to the increase in the partition coefficient value. The results of
Fig. 5 shows that the solubility of DOX decreases with the pH
of the agueous phase favoring the partition of the neutral species
of the drug in the il phase, increasing the Ko/g values with the
pH.

At pH 7.2 the partition coefficient of DOX was around 5,13
(Table 5). In this experimentd condition the analytical DOX
measured in the 1-octanol phase was shout 84% of the total
added drug. We have found that at pH 8 the DOX dissolved in
the agueous phase was worthless and all added drug practically
remain in the il phase. However, at pH 4.8 in which the dissoci-
ated DOX species exist it was expected that most drug remained
in the aqueous phase.

The results of Table 3 show that in this experimental condi-
tion just 89% of DOX remained in the agueous phase. These
results demonstrate the strong contribution of the hydrophobic
region of DOX molecule in the solubilization of the drug in the
lipophilic solvent. This phenomenon can explain the favorable
solubilization of DOX in the oil phase of ME through hydropho-

pH Aralytical DOX in agueous phass (%) DOX in octanal phase (%) Parntition coefficient {(Kgpi= 5.0, Log of partition coefficient (Kqm)
4.8 LRl 0.9 0,12 = 0.08 -0l
58 T3k 262 036 =0.14 —0.45
=%} ErR 6.2 1.51 = 0.06 018
T2 163 BT 513 = 037 071
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bic effect. In fact, the results of Fig. 5 showed that thisinteraction
has more significant influence when the undissociated specie of
DOX increases in the medium.

For the maximum incorporation of DOX into ME system we
can verify that the diameter of ME oil droplets decrease rapidly
with the 5/0 ratio and at around the ratio 2:1 (14% of surfac-
mnt, insert Fig. 2) the diameter reaches practically a minimum
showing droplets size adequate for DOX’'s administration by
several routes. The experimental condition established near this
5/0 ratio corresponds to 2.3: 1, represented by the system con-
wining surfactant 14%., oil phase 6% and agqueous phase 80%.
It was also verified that even about 6% of CHO the apparent
viscosity was practically independent on the internal phase pro-
portion showing low viscosity (Fg. 4) Thus, since this ME
system also exhibited great physical stability we could to ratio-
milize the most appropriate ME formulation to incorporate the
DOX. In this expenimental conditions we have found that the
maximum incorporation of DOX into ME system was about
224 mg of DOX per milliliter of ME. This ratio is a very high
concentration than the dose required for therapeutic effect. Thus,
ME systems provides a very good condition for in vivo admin-
istration of DOX.

4. Conclusions

The results of this work show that it is possible to obtain oil in
water microemulsion stabilized by mixed surfactant soya phos-
phatidylcholine/eumulgin/sodium oleate. The pseudo-ternary
phase diagram demonstrate that a clear systems like oil in water
microemulsion exists in a defined region of high water con-
tents and that the increase in the oil phase with decrease of the
water phase proportions leads to obtaining of a gel emulsion
and microemulsions. The size of the oil phase of ME decreased
g gnificantly with the ratio of surfactant/oil phase reaching amin-
imum with high surfactant proportions. The rheological study
of the systems revealed a pseudoplastic shear-thinning fluids
behavior for all studied ME. A weak thixotropic property for
DOX-load ME and a negligible effect for DOX-free ME were
chtained, The partition coefficient of DOX was pH dependent
and increases abruptly after pH 6.0 justifying the favorably
ncorporation of the DOX in the oil phase of ME in the experi-
mental conditions of this work. The concentration of maximum
ncorporation of DOX in the ME system was very greater than
the DOX necessary dose for obtaining therapeutic effect. It was
possible to conclude that the investigated ME system can be a
promising vehicle as drug-carrier for administration of doxoru-
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Ahstract

In this work stroctural features of anionic microemulsions, containing the pharmaceuatical biocompatible components sova phosphatidylcholine
{SPC}, eumulgin HRE40 (EU) and sodium oleate (80 as surfactant, cholesierol (CHO) as oil phase and aqueous buffer were studisd. Microemul-
sions were formulated with and without the antitumor drug doxorubicin (DOX), The various microstructurss characteérized in the pseudo-ternary
phase diagram were analyzed by polarized light microscopy, small-angle X-ray scatiering (SAXS) and X-ray diffraction (XRD) as well as by
their ghility 1o incorporgie and release DOX., The experimenial resulis demonsirated a correlation between the compasition, the structural features
and drug delivery. It was found that at higher cholesteral caontents, the crystallization of CHO polymarph phasaes changed the mobility of DOX
malecules, Droplets were formed with short-range spatial correlation from a microemulsion {ME) with a low surfactant:oil ratio, More ordered
structures with lamellar arrangemenis formed by the increasing of the CHO proportions in the formulation may be due 1o CHO crysiallization,
The in vitrs release of DOX showed that the presence of 2 high comtent of crystalline CHO prolongs the release of DOX from ME. The retentian
of DOX in the internal ail phase of the ME may modulate the drug release for 2 prolonged time, These results clearly demonstrate the potential of
ME g3 a drug-delivery sysiem,
© 2007 Elsevier B.Y. All rights reserved,

Keywards: Anionic microemulsion; Mesophases; Dirug delivery; Doxorubicing SAXIE XRD

1. Introduction cipally for parenteral administration [3,4], has attracted the
attention of many researchers, owing to their thermodynamic
gahility, potentially high solubility, biocompatibility and high
: capacityto improve the bioavailability of drugs [5]. These aggre-
collateral effects of a drug reduce greatly the use of therapeuti- gates have distinet hydrophilic and lipophilic domains, allowing

callycompounds. Strategiesto decrease toxicity andincrease the o gieenlution of bath water-soluble and water-insaluble drugs
pharmacological effect of drugs are highly relevant. A number [6-8].

of factors as the poor drug absorption, metabolism and fast elim-
ination, nonspecific distribution of the drug in all body tissues,
coupled to its high toxicity (i.e. antiturnor drugs), fluctuations
in the drug plasma level and unpredictable bioavailability must
be prevented [1,2].

The development of new formulations for drug delivery, in
particular Ivotropic liquid crystals and microemulsions, prin-

Designing new vehicles for old drugs is an important field
of pharmaceutical research, since in many treatments the severe

Depending on the structure, composition, and nature of these
aggregates, several isotropic and anisotropic liguid-crystalline
phases with distinct microstructures, such as cubic, hexagonal
and lamellar phases can be formed [6.8.9].

Modifications in the composition of the systems can promote
changes in structural features and consequently in the mechan-
ical behavior and may constrain the extent of mobility and
direction of movement of molecules dissolved in such systems,

* Corresponding avthor, Tel.: =55 16 3301 6474, fx: ~55 16 3322 0073, I is known that less ordered microemulsion systems usually
Email adiress: oliveing@ fefar unesp br (A G, Oliveira). have reduced viscosity, while the more ordered hexagonal and
0927-7765/% — sze front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

dioi: 10, 1016/, colswrfh. 200705017
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cubic phases show the elastic properties of solids [5.6,10.11].
As the mobility of molecules is higher in liguid than in solid
systems, such structural modifications can raise the rate and the
profile of drug delivery [5.8=10].

Doxorubicin (DOX),  10-(4-amino-3-hydroxy-6-methyl-
tetrahydropyran-2-yljoxy-6,8,1 | -trihydroxy-8-{2-hydroxya-
cetyl)-1-methoxy-7.8.9, |0-tetrahydrotetracene 5,12-dione
[CAS 23214-92-8), a well-known anticancer drug, is an
anthracycline antibiotic, with a broad spectrum of antitumor
activity, including against various human and animal solid
tumors [12]. DOX is a cytotoxic drug that becomes intercalated
in the stack of paired bases in DNA. Cellular resistance
mechanisms reduce the concentration of DNA-binding drugs;
they include membrane transport mechanisms, such asthe P170
glycoprotein or others, and intracellular vesicular trapping
[13.14]. However, potential therapeutic application has been
severely restricted by the dose-limited cardiotoxicity and
myelosuppression [13=15]. Thus, research aimed at improving
systems that provide conditions for the secure administration
of toxic antitumor drugs is highly relevant.

Anumber of drugs have now been successfully encapsulated
in lippsomes and microemulsions [16=19], and in most cases
these appear to improve therapeutic efficacy, while significantly
decreasing toxicity [2,20]. For DOX and other antitumor drugs,
reduction of toxicity is a crucial step towards improving therapy.

In this study, microemulsions (ME) containing pharmareuti-
cal bincompatible components were prepared with and without
doxorubicin, The various microstructures were characterized in
the pseudo-ternary phase diagram and analyzed by polarized
light microscopy, small-angle X-ray scattering (SAXS) and X~
ray diffraction (XRD) as well as by their ability to incorporate
and release the doxorubicin, The mainaim was to understand the
microstructures of the systems produced, to explain the delivery
behavior of DOX from ME.

2. Materials and methods
2.1, Marerials

Soya phosphatidylcholine (SPC) [Ep[kumnTM 2007 was pur-
chased from Degussa Texturants Systems Deotschland GmbH
& Co. (Hamburg, Germany); cholesterol (CHO), cellulose
acetate membrane (My 12,000-14,000), sodium oleate (SO)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA);, Tris (hydrox-
ymethyljamino methane (Merck, Darmstadt, FR. Germany);
doxorubicin hydrochloride (DOX) (Adramycin™ RD); poly-
axyethyleneglycerol trihydroxystearate 40 (Eumulgin® HRE
40) (EU). Water was purified in a Milli Q Plus purification sys-
tem (Millipore) and its resistivity was 18.2 M£2em. All other
solvents and chemicals were analytical grade.

2.2, Microemulsion preparation

2.2.1. Pseudo-ternary phase diagram

The proportions SPC:EU:S0O which formed the surfactant
mixture (8) was previously established as 35:35:30 (wiw),
with a hydrophilic—lipophilic balance (HLB) of 12, This HLB

value provided the clearest system to obtain the pseudo-ternary
phase diagram [11]. CHO (0) was added the semisolid mix-
ture SPC/EU/SO (8} in suitable ratios from 1:9 to 9:1 (wiw), to
chtain the phase diagram. DOX was added to the /0 mixture.
To the constantly stirred semisolid mixture (1.0g), containing
5 and O, the agueous phase (W) was slowly added with a
precision burette. The transitions from semisolid mixture to opti-
ally clear microemulsion, clear microemulsion to translucent
mlloidal suspension or phase separation were sharp and repro-
ducible to within 0.03 mL of W. The titrations were carried out
in a controlled-temperature room at 25+ 0.1 °C, MEs were pre-
pared 24 h before the experiments and maintained at 25 = 0.1 °C
o allow the system to reach complete equilibrium.

2.22. Preparation of DOX-loaded ME

CHO was added the semisolid mixture of 8. To the surfactant
@nd oil phase, the agueous phase (80%, w/w) was added and
the mixture stirred for 10 min, after which it was left for 24 h
at 25 £ 0,1°C, to reach total equilibrium, The samples were
then centrifuged at 10,000 rpm for 15 min, to eliminate the tita-
num residues that may be released from the sonicator tip. The
gpropriate amounts (2 mg/mL) of DOX were dissolved directly
n previously prepared the microemulsions. The formulations
tested are shown in Table 1.

2.3 Microemulsion characterization

2.3.1. Polarized light micmscopy

Samples were prepared by placing a drop of ME between
a cover slip and a glass slide and then examined under polar-
ized light. An Optical Leica Microscope equipped with a digital
camera was used to analyze various fields of each sample at
mom temperature. The isotropic or anisotropic behavior of the
samples was observed. Pictures were taken at a magnification
20,000 .

2.3.2. SAXS measurements and data analysis

The nanometric structure of the phase was studied by small-
mgle X-rayscattering (SAXS) measurements. Data was colleted
a the Synchrotron SAXS beam line of the National Labora-
tory of Synchrotron Light (LNLS, Campinas, Brazil), equipped
with an asymmetrically cut and bent Si (1 | 1) monochromator
(3= 1608 A) that yields a horizontally focused beam, A vertical
position-sensitive X-ray detector and a multichannel analyzer
were used to record the SAXS intensity, I{g), as a function of
the modulus ofthe scattering vector g, g = (/. )sin(&/2), £ being
the scattering angle. The parasitic scattering produced by slits
was subtracted from the total scatteringintensity, Both scattering
ntensities were recorded in relative units but, for a quantita-

Table 1

Fercent compasition of the microsmulsion formulations

ME composition {w/iw) MEA MEB MEC MED MEE
SPOCEL/SO (35:35:30) (8) 185 17.0 15.0 14.0 125
CHO () L3 30 5.0 6.0 15
Agquecus phase (W) 0.0 8.0 LR LAY LR
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tive comparison, they were normalized to the same experimental
conditions, Since the incident X -ray beam has a point-like cross-
section in the detection plane and the width of the detector slit
was small, no mathematical desmearing of the scattering curves
was done.

For systems formed by an association of surfactant, water and

oil phases it is well established that at low surfactant concen-
trations (lower than the critical micellar concentration CMC)
the SAXS intensity is similar to that observed for dilute and
monodispersed particles. At surfactant concentrations higher
than the CMC, interactions between surfactant molecules occur
to different degrees and in various arrangements. The scattering
patterns may be similar to that observed for a set of uncormrelated
particles dispersed in a homogeneous matrix, at low ¢ produced
by an isotropic system, and can be described by the Guinier law,
which applies strictly to the low-g limit but may be used as a
good approximation over a fairly wide g mnge. depending on the
shape and size distribution of the scattering particles. Assuming
that this law actually holds for a given dilute set of particles over
a rather wide range of g, the scattering intensity that would be
observed if the same particles were spatially correlated is given
by [21]:
Hgi =06 xe~ %7 x 5(q) (1
where G= .’\"Tr'zl',op - ,am)z, pp and o being the electron densi-
ties of the particles and the matrix, respectively, V the particle
volume, and Nis the number of particles in the irradiated sample.
Ryisthe averuge ofthe radius of gyration of the particles and S(g)
is the structure function accounting for the spatial correlation of
the particles.

For the cases of systems of corelated particles, such as
micelles, microemulsions and liguid-crystalline phases, the
SAXS curves present a wide band or very wide peaks associ-
ated withthe short-range 3D spatial correlation of the micelles or
microemulsion particles [6.8.9]. For these cases, a simple struc-
ture function proposed in [22],to model the scattering intensity
produced by a dense set of spherical particles, can be used:

I
1 k8

S(g) = 2)
k being a packing factor equal to 8V/Vy where V is the average
hard-core volume and Vy is the average volume available to each
sphere. The form factor # is related to the average interparticle
distance 4 and given by:
3[sin{gd) — gd cosigd)]
(gdy
Eq. (2) actually applies to a set of particles with spherical shape
but it can be used as a quite good approximation for other nearly
isodiametric particles with a narrow size distribution,

At medium to high surfactant concentrations, the systems
are more structured than those at low concentrations, The sur-
factant molecules aggregate and form small crystalline domains
randomly oriented, with lattices exhibiting 1D, 2D or 3D long-
range correlations and lattice parameters of the order of tens
or hundreds of Angstrom (A). The intensity /(g) produced the

8= (3)

scattering from these materials exhibits sharp maxima (or Bragg
peaks) for specific values of the modulus of the scattering vector
g and the scattering technique can now be named SAXD. If the
SAXD patterns contain several peaks, their positions on the g-
axis reveal the type of crystal lattice of the structures and permit
their lattice parameters to be calculated [23].

2.3.3. X-ray diffraction

The crystalline structure of the samples was analyzed by
powder X-ray diffraction (XRD)., The data were collected on
a Siemens D-300 diffractometer (Cu Ko mdiation, i =1.541 &)
with a curved graphite monochromator, by using the step count-
ing method (step 0.05% and time 0.1 s) in a 24 range between 4°
and 70°,

234 Invitro drug release

To evaluate the profile of release of the doxorubicin when
incorporated into microemulsion the apparatus described in The
USP Pharmacopeia [24] was used, modified for the cuvette of
the spectrophotometer [25], The dissolution apparatus, adapted
for liquid pharmaceutical drug dosage forms, was set up with the
following conditions: dissolution compartment volume 2.5 mL,
sirred at 120 rpm; dissolution medium 0.01 M Tris=HCI buffer,
pH 7.2. Synthetic cellulose acetate membrane (molecularweight
cut=0ff 12,000=14,000 Da) was previously treated with milli Q
water at 100°C for 5min and washed with 0.01M, pH 7.2,
Tris=HCI buffer. The membrane was fixed at the end of the glass
cylinder of a diffusion cell. The experiment was carmried out on
preparations A=E described in Table 1. Sample of 100 pL were
withdrawn from the receptor phase at 30 min, 1 b, 8h and 24 h.
Doxorubicin was quantitatively determined by HPLC with the
UWV=vis detector at 485 nm, as previously described [11].

3. Results and discussion

The pseudo-ternary phase diagram obtained for SPC/EU/SO,
CHO and aqueous buffer (Fig. 1) was comparable to others
described previously for similar mixtures [11] and is presented
here to illustrate the microemulsion region used in this study.

Varying the specific composition of the mixtures allows a
wide variety of formulations that differ in their mechanical
behavior and solubility for liphophilic and amphiphilic drugs,
such as DOX, Taking into account the previous rheological
results [11] that reveal the dependence of the mechanical prop-
erties on the composition of the microemulsions (Table 1), a
systematic structural study of samples prepared at various sur-
factant/oil ratios was carried out by polarized light microscopy,
small-angle X-ray diffraction (SAXS) and X-ray diffraction
(XRD) aiming to establish useful relationships between the
sructural aspects of the microemulsions and the drug-delivery
profile for DOX.

The samples (Table 1) were prepared with the various sur-
factant/oil phase ratios and constant water content (80%, w/iw ).
Here, we will discuss the effect of the composition of the formu-
lations on the structure of the systems obtained by mixing the
components.
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Iotropic and anisotropic materials can be distinguished by
polarized light microscopy. The optical properties of anisotropy
can be used to reveal information about the structure and com-
position of materials, such as ME. Since isotropic materials have
mly one refractive index and no restriction on the direction of
vibration of light passing through them, they exhibit the same
optical properties inall directions. Onthe other hand, anisotropic
materials have optical properties that change with the orienta-
tion of the incident light with respect to the crystallographic
axes, exhibiting a range of refractive indices depending on the
drection of propagation of light through the substance and on
the orientation of the vibration plane [3,26,27].

Aome GEM \:u The photomicrographs of DOX-unloaded and DOX-loaded
“;rf;‘ \ 20 ME, examined by polarized light microscopy. are shown in

w,/ o \"‘\. Fig. 2.
Qﬁ’f\J \:‘ Sample ME A, prepared with 1.5% CHO, showed isotropic
™ 7 T 0 behavior, characterized by a dark field for both DOX-unloaded
MES 1 3 8 W e W R e (Fig. 2a)and DOX-loaded (Fig. 2b) samples. Moreover. the sam-

Fig. 1. Pseudo-ternary phase diagram of the systems comaining SPC/EU/SO pe prepared with 3% of CHO (ME B) showed similar isotropic
(35:35:3), wiw) {8} CHO (D) and aqueous buffer {W). Kew: (LME) lig- characteristics. Thistype of results for systems formed by surfac-
uid microcmulsion; {GME) gel microzmulsion; {GEM) gel emulsion; {P5) nt/water/oil phases can be attributed either to microemulsified
phass S:EEI.[_‘ITi::!n! {0} specific composition of the microsmulsions at 25°C o micellar systems or to a cubic l[L]Li[d-El’}'ST:ilHnE structure.
o b However, the apparent viscosity of these samples was previously
found to be low [11] and, as it is well known that the apparent
viscosity for cubic liguid crystals is very high [7,.27], we can
acept that in samples ME A and ME B, microemulsified sys-

(@) (k)

(c)

Fig. 2. Photomicrograph of ME stabilized with EL/SPC/S0. Key: {a) DOX-frec ME A; (b) DOX-loaded ME A; {c) DOX-free ME C; {d) DOX-loaded MEC,
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tems are formed. Comparison of the micrographs in Fig. Zaand
b suggests that at low CHO concentrations the incorporation of
DOX does not strongly change the structure of the samples, On
the other hand, for ME C (the ME D and ME E samples, with 6
and 7.5% of CHO, respectively, gave similar micrographs), con-
taining 3% CHO, the images shown in Fig. Zc for DOX-unloaded
and Fg. 2d for DOX-lpaded samples revealed differences from
those for samples containing lower CHO concentrations. In the
DOX-unloaded sample micrograph, a Maltese crossisobserved,
characteristic of lamellar structure (Fig. Zc), indicating either
that the CHO increased the structural organization of the surfac-
tant molecules or that it crystallized into a lamellar crystalline
phase. The clear presence of a great number of well-defined Mal-
tese crosses (Fig. 2d) indicates that the influence of the CHO on
the structure i% stronger in DOX-loaded samples. The results in
Fig. 2 are coherent with rtheological studies showing an increase
in the apparent ME viscosity with the CHO content this enhance-
ment being larger when DOX was incorporated in the ME [11].
This effect on the apparent viscosity could be related to the
change from the microemulsion to a lamellar structure or to the
presence of small cholesterol crystallites [T.27],

Fig. 3 shows the SAXS plots for all the samples.

For DOX-unloaded samples (Fg. 3a). the SAXS patterns
show a broad and intense peak, characteristic of particles or
aggregates with strong spatial ordering, For lower CHO concen-
trations (ME A and ME B), the maximum of this peak is located

(8) 20x10°
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Fig. 3. Structural evolution of ME stahilized with ELVSPC/S0. SAXS profiles
tor {a) DOX-frec ME; {b) DOX-loaded ME.

at g=0.073, When the CHO concentration was increased, the
peak shifted from g=0.073 to 0.0892 A~ As the distance
between the particles 15 o = 27/ gmay. Where gmax s the g value
of the peak, the observed displacement to high g-values reflects
a decrease in the distance between the scattering objects from
86 for 70 A For DOX-fiee samples with high cholesterol con-
tents, the peaks were visible (marked by asterisk in Fig. 3a)
hut of weak intensity, probably due to the presence of a small
percentage of lamellar phase or cholesterol crystallites. This fea-
ture was confirmed by the presence of small amounts of poorly
Maltese crosses (Fig. 2a). For DOX-loaded ME, broad peaks
at low g were also observed, at lower CHO contents. However,
for ME B, there is an increase in the intensity at very small g,
characteristic of the growth of aggregates or more ordered struc-
ture formation. This behavior was confirmed by the presence of
two well-defined peaks at small g for samples with intermediate
CHO contents (ME C and ME D), charactenistic of more ordered
sructures, such as liquid-crystalline or erystalline phases. The
ratio of the distances of the two peaks was 1:2, indicating the
presenceofa 1D lamellar structure, corroborating the polarized
light microscopy results. For samples containing high choles-
terol contents (ME E) a broad peak is observed, suggesting aloss
of lamellar organization and the appearance of anew phase. For
both DOX-unloaded and DOX-lpaded samples, the structural
parameters were determined by fitting the experimental results
to the Beaucage Model [22]. The results are shown in Tahle 2
for DOX-unloaded and in Table 3 for DOX-loaded samples.

For samples ME A=D, irrespective of the presence of dox-
oruhicin, the results revealed that the radius of gyration (Rg).
directly related to the size of the scattering objects (droplets or
aggregates) and the distance between the scattering objects (<),
does not change significantly with an increase in CHO content
from 1.5 to 3, suggesting that the primary particles (droplets)
are not affected by this increase. However, the packing fac-
tor (k). related to the degree of compactness of the aggregates,
is strongly affected by the increase in CHO content. This fact
can be explained by the presence of various amounts of small
crystallites of cholesterol mixed with the microemulsion sys-
lems, promoting an increase in the width of the SAXS peaks
(for DOX-unloaded ME) and the formation of new well-defined
peaks related to the greater amount of crystallized choles-
terol (for DOX-unloaded samples, asterisks in Fig. 3a and for
DOX-loaded samples, Fg. 3b). These observations are con-
firmed in the analysis of the X-ray diffratograms, described
below.

Table 2
Structural parmameter values obtainad from the fit of SAXD curves for smpty ME
gahilized by EL/SPC/S0

Formulations [CHO|(%)  Re(d) & dih) Structurs
ME A 1.5 g0z L7000 K330 ME
ME B 30 3509 0BS5S EOED ME
ME C 50 3545 098 8810 ME
ME D a0 34 84 03K E9ED ME
ME E 7.5 31275 066 7000 ME

Rz =radius of gyration of droplets; k=packing factor; J=distance bawesn
droplets,
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Table 3

Structural parameter values obtained from the fit of SAXD curves for DOX-loaded ME siabilized by ELVSPC/SO

Formulations [CHO| (%) Rg (A k a(4) afd) Structure

ME A | Pl 4105 137 To.24 - ME

MER an 3531 Loz LR - ME

MEC 50 aLsa 1.92 BH E2 1o 17 ME and lamellar CHO
ME D ;] 3256 Q.12 B2.80 TE3EL ME ard lamellar CHO
MEE TS5 2877 0.8 BT 137,71 ME and lamellar CHO

Rg=radius of gyration of dropleis; k=packing factor; J =imerdroplet distance; a=lattice parameter.

For the sample ME E, containing high cholesterol content,
the SAXS curves revealed a decrease in the intensity and shift
of the peaks related to crystalline cholesterol to higher g-values,
suggesting the presence of cholesterol polymorphs. The pres-
ence of the broad peak attributed to correlation between the
droplets suggests the appearance of more cholesterol crystalline
phases. It 15 well known that in concentrated CHO' systems,
the presence of phosphatidylcholine can promaote the crystal-
lization of the cholesterol polymorphs [28=30]; however, while
this crystallization can be observed by small-angle X-ray scat-
tering (SAXS), it is sometimes not clearly observed by X-ray
diffraction (XRD),

An excellent fit between the experimental data curve and the
theoretical Beaucage Model was obtained for all the samples.
Fig. 4 shows the data for one representative sample, ME A, fitted
to the model curve.

The X-ray diffratograms of the precursors used to obtain all
the ME samples are shown in Fig. 5aand those of DOX-loaded
samplesin Fig. 5b. We can observe that both CHO and DOX pro-
duce well-defined diffraction peaks, characteristic of crystalline
gructures. For DOX-lpaded samples, the diffratograms con-
firm the presence of crystalline phases, especially for samples
with high cholesterol contents (ME D and ME E). Comparing
the diffraction peak positions revealed the presence of a crys-
talline cholesterol phase, characterized by peaks similar to the
most intense diffraction peaks observed for the precursor, CHO
(Fig. 5a), 4 at 28=5.04, 14.18, 15.29 and 42.36.

However, we can observe one inversion of intensity. For pre-
cursor CHO, the peak related to 100% intensity is located at
26=14.18, while for hoth ME D and ME E, the peak related

1.00107°
i = Beaucage Modal Curve

7 50x107
@
=
= E
T 500107

250¢10 "-f

0.00 T T
0.08 0.10 0.15 020
aidy”

Fig. 4. Plot of the scattering intersity §g) against the scattering vector {g) far
ME A sample region. {mes | Theoretical Beavcage Model fit.

o 100% intensity is located at 28=5.04, suggesting the crystal-
Ezation of hydrated cholesterol or polymaorph phases [28=301].

The drug-release profiles are shown in Fig. 6.

We can observe that raising the CHO content hinders DOX
release, and this may be due to two causes. The first is the
nfluence of CHO on the wrapping the phospholipid (SPC)
molecules, inducing the formation of more organized and con-
sequently more rigid structures, decreasing the DOX molecule
mobility and complicating the exit of the drug from the oil
droplet [31]. The second cause is related to the crystalliza-
ton of the cholesterol polymorphs [28=30], causing a higher
retention of the incorporated DOX. These results are in agree-
ment with the polarzed light microscopy. SAXS and X-ray
diffraction results, showing that the proportions of the compo-
rents in the ME formulation influence the structural variations,

(@) "
J ..ﬁ .
,;; 2004 & | ) g
. A I
§ . | | {CHOY
= 100_..L»Lu .JJHWMM {SPC)
\ {DOK)
2 10 20 30 40 50 60 ¥
20%)
(b)
I
3 s -.“i'ffw w : MAJ"WWI&TW#
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| \ MEE
L*-Ww'r‘.’lv"v #J‘\J'l'ﬂq'f"l-llhk'\kilwfl!'“'lmr"ﬁﬁ‘-'ﬂf“'a ol g
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20(°)

Fig 5. Diffratograms evolution of DOX-loaded ME. Key: {CHO) chalesteral:
{SPC) soya phosphatidylcholine; {DOX) doxorubicin.
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Time (h)

Fig. 6, Drug-rzlzase profilz of ME stabilized with EL/SPC/SO (s2e Table | for
details of ME),

mechanical properties and consequently the DOX-release pro-
files. The results in Fig. 6 also demonstrate the strong effect of
the hydrophohic region of the DOX molecule on the solubiliza-
tion of the drug in the internal phase of the MEs. In addition, as
the presence of sodium oleate in the surfactant mixture produced
a negative charge on the oil droplet, the cationic DOX was also
attracted electrostatically, binding more efficiently to the ME
surface.

Only for comparison of the structural varation in the ME
systems with the in virre DOX release, an initial release study
was carried out, without the intention of depleting the ME drug
content.

The results of the initial drug release are shown in Fig. 6 and
Table 4. The DOX concentration released was linear with time
within the limits of the study. The straight lines obtained were
fitted by linear regression, with excellent correlation coefficients.

It was demonstrated that the incorporation of DOX into the
microemulsified systems provoked a great effect on the release
process. Analysis of the results shown in Fig. 6 revealed that
the presence of ME reduced the release rate constant by a fac-
tor about 1.9, when the system remained in the ME structure

Anexo
34 TP Formariz et al. / Calioids and Surfaces B: Bioinrerfaces 60 (2007) 28-35
(a) Table 4
Bclcasc mtes from the lincar bt for DOX-relcase from ME
Formulation Relzass mie Ratio of rate of release ?
w0 DOX-rez 1140 1 0997
ME A 1,790 a.57 0998
= ME B 2170 0.69 0997
K om ME C 0.162 0.051 099
S‘ ME D Uid3 o014 0.9%
#: Comelation cosfficient.
10
(ME A and ME B) with low CHO proportions. However, when
the CHO content increased and the system showed CHO-related
& i . . i . lamellar phases, the inhibition was extremely high, 20 and 73-
0 2 4 W B 0 fold for ME C and ME D, respectively. For ME E, it was not
Time (h) possible to determine the initial rate of release, because the DOX
was entirely restrained inside the system within the experimen-
(b) 20 MEC tal time limits, sugzesting that the lamellar phases formed had
™ immobhilized the drug in the ME structure,
The long-time release profile of DOX from ME systems
16 (Fig. 6) suggests that the drug release probably occurs in two
14 geps, the first involving the exit of DOX from the ME o1l phase,
= producing DOX-free molecules, and the second related to diffu-
= 18 gon of free-DOX across the cellulose acetate membrane of the
8 1 diffusion cell.
- - This DOX-release process (Fig. 6) is summarized in
Scheme 1. Scheme | shows that if k <k, the first step of the
h DOX release should be the limiting step of the release process.
i In fact, in the data shown in Fig, 6,itis clear that the incorpora-
tion of DOXin the ME systems produced a decrease in the rate of
. y e - - A B A release of DOX (Table 4). It was demonstrated that the rate con-

stant is extremely dependent on the surfactant/cholesterol ratio
inthe formulations andthe consequent lamellar phase formation.

Also it is important to approach that beyond the mentioned
aspects, the incorporation of the DOX in ME may be described
through the equilibrium of the DOX between the agueous and
the il phases of ME. Therefore, the ratio of the rate of DOX
release from ME (Table 4) also reflects directly the decrease of
the free-DOX from the agueous phase with the increase of CHO
(oil phase) in the formulations (Table 1).

In general, the interaction of DOX with the carrier system
plays an important role in the control of the rate of release
(Fig. 6} However, the mechanism of DOX release incorpo-
rated in these systems, with crystalline structures mixed with
microemulsions, depends on the amount and the nature of crys-
talline structure (hydrated or polymorphs phases, by example)
as well as on the physicochemical characteristics of the drug.
These results show that the association of microemulsions and
crystalline phases canenhance extensively the solubilization and
controlled release of DOX.

Cellulose acetate membrane

ky |
DOX, DOX; 3= DOX,

Scheme [, Schematic release of DOX from ME.
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4. Conclusions

Thisstudy provides evidence of excellent agreementbetween
the various structural characteristics of the studied MEs and
their drug-release profiles, a decrease in the rate of DOX release
being related to the more effective crystallization of CHO in
the systems prepared with higher CHO contents, The DOX-ME
interactions and the resulting structure can control the drug sol-
uhility and release rate. We conclude that the system described
can be used as a drug carrer for doxorubicin administration,
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Abstract

Depending on the compaosition, the mixture of surfactant, oil and water, may form supramolecular aggregates with different structures which
can significantly infiuence the drug release, In this work several microemulsion (ME} systems contzining sova phosphatidyvlicholing (SPC) and
eumulgin HRE40™ (EU} as surfactant, cholesteral {0) as il phase, and ultra-pure water as an aqueous phase were studied. MEs with and without
the antitumoral drug doxorubicin (DOX) were prepared. The microstructures of the sysiems were characterized by photon correlation specirascopy,
rheological behavior, polarized light microscopy, small-angle X-ray scattering (SAXS] and X-ray diffrzction (XRD}. The resulis reveal that the
dizmeter of the oil droplets was dependani on the surfactant (3} amount added 1o formulations, The apparent viscosity was dependent on the O/S
ratio, High OV ratio leads to the crysiallization of cholesteral polymarphs phases which restricts the mobility of the DOX malacules into the ME
structure, Droplets with short-range spatial correlation were formed from the ME with the low OfS ratio, The increase of the chalesteral fraction in
the O/S mixture leads to the formation of ordered structures with lamellar arrange ments. These different structural organizations directly influenced
the drug release profiles. The in vitro release assay showed that the increase of the OJS ratio in the formulations inhibited the consiant rate of DOX
relzase. Bince the DOX release ratio wes directly dependent an the ratio of O/S following an exponential dacay profile, this feature can be vsed 0
cantral the DOX release from the ME formulations,

'© 2008 Elsevier B.V, All rights reserved,

Keywards: Microemulsion: Chalesteral;, Lamellar structures) Drug delivery: Doxorubicin

1. Introduction the solubility and transport of molecules with different physic-

ochemical properties strongly influences the drug incorporation

Depending on the composition, the mixture of surfactant, oil
and water, may form supramolecular aggregates with different
structures [1]. Among these structures microemulsions (MEs)
and Iyotropic mesophases as liquid crystals (LCs) are closely
related with the nature and the proportion of the components
of the pharmaceutical formulation. The role of these systems in

* Corresponding authar, Tel.: =55 16 3301 6974; fax: =55 16 3301 6980,
E-mail address: diveiagd fofar, unesp.br (A G. Oliveira).

(N2T-TTR5/S — see fromt matter © 2008 Elsavier B.V. All rights reserved.
i 10, 0164, colserth, 2007 1 2.021

and drug release [2]. Thus, microemulsions have been used as
drug carriers for a number of therapeutical compounds with dif-
ferent hydrophilic=lipophilic properties [3=5]. Depending on the
drug polarity, MEs and LCs can be used to optimize therapeutic
effects through the control of rates and drug release mechanisms
[1].

Microemulsions can be described as a mixture of water
and immiscible oil stabilized by surfactant molecules, Unlike
emulsions, these systems are in thermodynamic equilibrium
and exhibit an astonishing range of structures, Depending
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on the spontaneous curvature and flexibility of the surfactant
monolayer, OFA and A/O microemulsions and bicontinuous
sructures are known [6.7]. Excess of surfactant interacts with
other components such as cholesterol either at droplet=water
interfaces or in the continuous phase to produce complex
multiphase systems [8]. The physicochemical characteristic,
surfactant concentrations and the oil phase composition are
important factors affecting the structure and the properties of
ME [9].

Thus, the effect of cholesterol on the structural and ther-
modynamic properties of model lipid microemulsion has been
studied [10]. The results showed that the lateral organization
of lipids seems to result from preferential packing of the phos-
pholipids and cholesterol into rafts onto which proteins interact
especially with the cellular bilayer [10]. When the concen-
tration of cholesterol exceeds the limit of the solubility in
the lipid bilayer, the deposition of crystalline cholesterol was
observed [11]. Depending on the ratio of cholesterol and surfac-
fant, several isotropic and anisotropic liquid crystalline phases
with different microstructures such as cubic, hexagonal and
lamellar phases, and crystals of cholesterol may be formed
[12-18].

Doxorubicin (DOX),  10-(4-amino-5-hydroxy-6-methyl-
etrahydropyran-2-yloxy-6.8,1 1 trihydroxy-8-(2-
hydroxyacetyl }-1 -methoxy-7,8,9.1 O-tetrahydrotetracene
5,12-dione (CAS 23214-92-8), a well-known anticancer
drug, is an anthracycline antibiotic, with a broad spectrum of
antitumor activity, including various human and animal solid
temors [17]. DOX is an intercalating drug that stacks between
paired bases in DNA. The amount of DNA-bound drugs is
reduced by cellular resistance mechanisms, which include
membrane transport mechanisms such as the P170 glycoprotein
or others as well as intracellular vesicular trapping [18,19].
However, the potential of therapeutic application of the DOX
has been severely restricted by the dose-limited cardiotoxicity
and myelosuppression [18=20]. Thus, it is of obvious relevance
to study the new carrier systems to improve the administration
of antitumaor drugs,

In previous works a promising anionic microemulsion vehicle
containing cholesterol as oil phase, stabilized by the sur-
factant mixture of soya phosphatidylcholine (SPCVEumulgin
HRE40™sodium oleate, and the agueous buffer was studied
in detail as a drug carmier for doxorubicin [2,7]. The results
ndicated that the drug interacts with the oil core structure,
slightly increasing the average of the droplets diameter and the
drug solubility [7]. The study of the microstructure organization
demonstrated that ordered lamellar arrangements were respon-
shle by the significant decrease of the rate release constant of
the drug from ME [2].

The main purpose of this work was to understand the
formation of the different microstructures in the biocompat-
ble ME containing cholesterol as oil phase stabilized by
soya phosphatidylcholine/Eumulgin HRE40™ surfactants, for
explaining the different delivery behavior of DOX. Therefore,
microemulsions were obtained with and without the antitumoral
doxorubicin, The microstructures were characterized by polar-
zed light microscopy, photon comelation spectroscopy, X-ray

diffraction (XRD), and small-angle X-ray scattering (SAXS).
Also the ahility to incorporate and release doxorubicin in such
gystem was evaluated.

2. Materials and methods
2.1, Materials

Soya phosphatidyleholine (Epikuron 200™ ) was purchased
from Degussa Texturants Systems Deutschland GmbH and
Co. (Hamburg, Germany); cholesterol (O}, cellulose acetate
membrane (MW 12,000=14.000), Tris(thydroxymethyl)lamino
methane were from Merck, Darmstadt, ER. Germany; doxoru-
hicin hydrochloride (Adriamycin™ RD); palyoxyethyleneglyc-
erol trihydroxystearate 40 (Eumulgin HRE 40™) (EU) were
obtained from Pharma Special, Sio Paulo, Brazil. Water was
purified in a Milli Q Plus system (Millipore) and its resistivity
was 18,2 M£ om, All other solvents and chemicals were of an
analytical grade,

2.2, Microemulsion preparation

22,1, Preparation of DOX-unloaded ME and DOX-loaded
ME

Cholesterol was added to the semisolid mixture of SPC/EU
(). To the surfactant and oil phase, the agueous phase (80%,
wiw) was added and the mixture was stirred for 10 min. After
that this admixture was left for 24 hat 25 = 0.12C, to reach total
equilibrium. The samples were then centrifuged at 8500 x g for
15 min, to eliminate the titanium residues that may be released
from the sonicator tip. The appropriate amounts (2 mg/mL)
of DOX were dissolved directly in the previously prepared
microemulsions. All the studied formulations are shown in
Table L.

2.3, Microemulsion characterization

2.3.1. Photan corvelation speciroscopy

The particle size analysis was carried out using photon corre-
lation spectroscopy (Brookhaven Instruments Corporation, EMI
9863 model, apparatus with laser source He-Ne 10 mW, 532 nm-
HUGHES, self-correlator, 64 channels). Prior to the analysis,
samples were diluted with buffer Tris=HCI 0.01 M pH 7.2 and
filtered (0.22 pm). The size measurements were performed at
an angle of 90°. The corelator was operated in parallel mode
and the cumulant method of analysis was used to calculate the
mean sample size according to the intensity of the scattered light
(Z—average diameter). All results are the mean and standard
deviation (5.D.) of at least 10 measurements. The measurements
were performed at 25.0 =0.2°C.

Tahle 1
Composition of the ME formulations

ME compeosition (wiw){%] MEA MEB MEC MED MEE

SPC/EU(1:1) (5) 17.0 140 10.0 B0 50
CHO(O) £} 6.0 10:0 12.0 150
Agueous phase (W) 500 800 80.0 8.0 &0.0
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23.2. Apparent viscosity

The apparent viscosity of drug-loaded and drug-unloaded
MEs were performed using a controlled-stress Carnimed CSL
100 theometer (TA instruments) with cone-plate geometry. The
cone-plate geometry is a 2° gainless steel cone with a 4-cm
dameter and a gap of 55 wm between the cone and plate. The
apparent viscosity (app) was determined at shear rate of 60 s,
The apparent viscosity determinations were carried out in trip-
licate for all samples at 25,0 +0.2°C,

23.3. Polarized light microscopy

Samples were prepared by placing a drop of ME between
a cover slip and a glass slide and then examined under polar-
ized light, An Optical Leica Microscope equipped with adigital
camera was used to analyze various fields of each sample at
mom temperature. The isotropic or anisotropic behavior of the
samples was observed. Pictures were taken at a magnification
20,000 .

234 SAXS measurements and dara analysis

The nanostructure of the phases was studied by small-
angle X-ray scattering measurements. Data collection was
done at the synchrotron SAXS beam line, equipped with
an asymmetrically cut and bent Si(111) monochromator
(% =1.608 &), which yields a honzontaly focused beam. A
vertical position-sensitive X-ray detector and a multichan-
nel analyser were used to record the SAXS intensity, [(g),
a a function of the modolus of the scattering vector g,
g =147l )sin(ef2), £ being the scattering angle. The parasitic
scattering produced by slits was subtracted from the total scat-
tering intensity. Both scattering intensities were recorded in
relative units but, for a guantitative comparison, they were
normalized to the same experimental conditions. As the inci-
dent X-ray beam has a point-like cross-section at the detection
pane and the width of resolution detector slit was small, no
mathematical desmearing of the scattering curves was per-
formed.

For systems produced by an association of surfactant, water,
and oil phase. it is well known, that at low surfactant con-
centration, below the critical micellar concentration (CMC),
the SAXS intensity is similar to that observed for diluted and
monodispersed particles. At surfactant concentration higher
than its CMC, an interaction between surfactant molecules
cecurs in different degrees and arrangements, The scattering
mitterns can be similar to that observed for a set of uncor-
related particles dispersed in a homogeneous matrix at low-g
mnge produced by an isotropic system and can be described
by Guinier's law, which strictly applies to the low-g limit
and may be used as a good approximation within a more
o less wide g mnge depending on the shape and size dis-
ribution of the scattering particles. Assuming that this law
actually holds for a given diluted set of particles within a
rther wide range of g, the scattering intensity that would be
observed if the same particles were spatially correlated is given
by 21]:

Hg) = Ge~ R Py i)

I8

where G = NTF'][,GP — ¥ Ap and pry being the electron densi-
ties of the particles and the matrix, respectively, V the particle
volume, and N the number of particles in the irradiated sample.
Ry isthe average ofthe radius of gyration ofthe particles and 5(g)
is the structural function accounting for the spatial correlation
of the particles.

For systems formed by correlated particles as micelles,
microemul sions, and liguid crystalline phases, the SAXS curves
present a broad band or very wide peaks associated with the
short-range 3D spatial correlation of the micelles or microemul-
dons particles [12,13,16]. For these cases a simple structure
function proposed by Beaucage [22] in order to model the scat-
tering intensity produced by a dense set of spherical particles is
given hy

1
Sig) = =@ (2)
k being a packing factor equal to 8V/V, where V is the average
hard-core volume and Vy isthe average volume available to each
sphere. The form factor @ is related to the average interparticle
distance d and done by & =3[sin{gd) — qdms[qd}]f(qaﬁj. Eq.(2)
actually applies to a set of particles with spherical shape but it
can be used as a more or less good approximation for other
nearly isodiametric particles with a narrow size distribution.

For more ordered systems the intensity /{g) produced by the
scattering of these materials can exhibit Bragg peaks for dif-
ferent values of the modulus of the scattering vector g, and the
scattering technique can be named SAXD. If the SAXD patterns
contain several peaks, their positions in the g-axis reveal the type
of the crystalline lattice of the structures and permit determining
their lattice parameters [23].

2.3.5. X-ray diffraction

The crystalline structure ofthe samples was analyzed by pow-
der X-ray diffraction. The data were collected on a Siemens
D-500 diffractometer (Cu Ko mdiation, }.=].54]A) with a
curved graphite monochromator, by using the step counting
method (step 0.05° md time 0.15) in a 28 range between 4°
and 70°.

2.3.6. Invitro drug release

To evaluate the profile of release of the doxorubicin from
the ME, the apparatus described in USP Pharmacopeia [24]
modified for the spectrophotometer cuvette was used [25].
The dissolution apparatus, adapted for liquid pharmaceutical
drug dosage forms, was set up with the following conditions:
dissolution compartment volume 2.5mL, stirred at 120rpm,
and dissolution medium 0.01 M Tris=HCI buffer, pH 7.2, The
synthetic cellulose acetate membrane (molecular weight cut-
off 12,000=14,000 Da) was previously treated with ultra-pure
MilliQ water at 100°C for 5 min and washed with 0.01 M, pH
7.2, Tris=HCI buffer, The membrane was fixed at the end of the
glass cylinder of a diffusion cell. The experiment was carried
outat 37 = 0.1 °C, onthe preparations ME A-ME E described in
Table 1. Samples were withdrawn from the receptor phase at ade-
quate time and the DOX was guantitatively analyzed by HFLC
using UV—vis detector at 485 nm, as previously described [7].
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3. Results and discussion 800
P . . 700 -
From the initial studies with MEs, we have found more
transparent formulations containing O, SPC/EU, and agueous 600

huffer obtained with a surfactant mixture of HLB 9.5, which
& related to SPC/EU ratio of 1:1 (w/w). This surfactant com-
position, with HLB 9.5, was selected for the sequence of the
study. For a good characterization of the ME, the determination
of the oil droplet mean diameters is relevant for generating clear
microemulsions.

The specific composition of the mixtures allowed a large
variety of formulations with different properties and was there-
fore very appropriate as a vehicle for lipophilic drugs such as
DOX [7]. A systematic structural study of samples prepared
with different surfactant/oil contents was carried out by photon
correlation spectroscopy (PCS). rheological behavior, polariza-
ton light microscopy, small-angle X-ray diffraction and X-ray
diffraction aiming to establish useful relationships between the
structural aspects of the so-called microemulsions and the drug
delivery profile for DOX.

The ME samples (Table 1) were prepared with varous oil
phase/surfactant ratios and fixed water content (80%, wiw ). The
effect of the ME formulation composition on the structural orga-
nization of the different systems will be further discussed.

Light scattering is a routine technigue for determining the
diameter of the internal phase of microemulsions. The light-
scattering measurements were made for liquid microemulsions
dluted withagueous bufferin order todetect experimental errors
[7]. The change of the hydrodynamic diameter of the oil droplets
as a function of the surfactant ratio is shownin Fig, L. A decrease
in the droplet diameters reaching a minimum with the increase
of the surfactant in the formulations was verified, Thus, the
decrease in diameter allowing the formation of clear to semi-
ransparent systems, demonstrating the good effect of the 1:1
(w/w) SPC/EU ratioin the reduction of the interfacial tension for
the ME stabilization [26=29]. This profile can be explained since
the surfactant organizes as a monolayer at oil=water interface
reaching saturation in high proportions and leading to minimum
diameters.

Besides, as the diameter of the oil droplets varies significantly
depending on the formulation, with the diameter reaching amin-
imum with high surfactant proportions the data of Fig. | also
clearly demonstrates that the amount of the surfactant available
o stabilize the oil droplets was sufficient to coat the total area
of the il droplets of ME.,

Table 2
Evaluation of the droplet size and polydispersity of the ME by light scattering

Diameter (rm)
&

300 4

200 4

1na

o T
4 L 8 L 12 14 L] 18

[5]1 % (wiw)
Fig. 1. Effect of the surfaciant content inthe formulations on the diameter of the

ME, ail drops. Key: () DOX-unloaded ME and {4) DOX-loaded ME. Solid
line calculated from Eg. (31

Detailed data about the reduction of the diameters, including
the polydispersity index (PDI) are shown in Table 2.

For both, drug-loaded and drug-unloaded MEs the diameters
of the structures decreased with the S content (Fg. 1)according
to a single exponential growth:

y=vp—+ . e (3

Therefore, we have found that the incorporation of DOX in
the ME induced an increase in the diameter profile of the internal
oil phase of the ME. For the DOX-loaded ME, the effect seems
to be alittle sharper than that for the DOX-unloaded MEinlow S
proportions. This profile canbe explained because the incorpora-
tion of the DOX in the ME occurs by hydrophobic effect with the
DOX partition intothe oil droplets increasing the local volume in
low surfactant concentrations. In high surfactant concentrations
the great reduction of the interfacial tension provoked by the
increase in the surfactant proportion leads to a similar reduction
in the diameter of the oil droplets for both systems. Statisti-
cal analysis using Student’s r4est reveals that the effect of the
surfactant on hoth, drug-loaded and drug-unloaded microemul-
don was not significant (p>0.05) at a 95% confidence
interval.

However, although cholesterol is predominantly hydropho-
bic, as it contains a polar hydroxyl group, on the one hand, and
anon-polar steroid ring structure and hydrocarbon tail, on the

Formulations DOX-load=d ME

DOX-unloaded ME

Diamster= 5.0, {(mm) PDL=3D, Diameter = 5.0, {(mm} PDLE 5D,
ME A T3 =06 018 = 0,03 TL3 14 029 = 0.03
ME B 1046 = 1.2 015 =002 1241 =286 0,26 = 0.05
MEC 157.8 Ve 010 = 0.02 010 = 004
ME D MY =54 0.0 + 0,05 020 = 004
MEE 44 =35 023 = 003 028 =010

Kzy: standard deviation {5.0.), mezan of 10 determinations, polydispersity index {PDL).
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cther, it has a small amphiphilic property and thus some fraction
of the compound may be at oil=water interface,

Since the pK; valoe of DOX was taken as 82, at pH 7.2
the drug is predominantly hydrophobic and may be favorably
partitioned into the oil phase [7]. In this experimental condi-
tion the DOX can be considered as an additional fraction of oil
rhase added to the ME system increasing the droplet size in low
surfactant concentrations. In addition, since a small fraction of
DOX is ionized in this experimental condition, the amphiphilic
property of the drug drives this DOX molecules to the surfac-
tant monolayer at oil=water interface leading to a droplet size
increase. Furthermore, these phenomena can explain the par-
dlel shift between DOX-unloaded and DOX-loaded ME data

(@

01

mainly observed in low S ratios (Table 2). The polydisper-
ity index was calculated by the average size of the droplets
divided by the average number of droplets. For both, the DOX-
unlpaded ME and the DOX-loaded ME the PRI obtained from
the light-scattering analysis showed values between 0.1 and 0.3,
indicating a good size distribution of the cil droplet. This param-
eter directly reflects the size homogeneity of the droplets in the
total volume of the ME (Table 2).

Isotropic and anisotropic materials can be distinguished by
polarized light microscopy. The optical properties of anisotropy
can be used to reveal information about the structure and com-
position of materials as ME. Since the isotropic materials have
only one refractive index and restriction on the vibration direc-

{b)

Fig. 2. Photomicrograph of ME stabilized with soya phosphatidylcholine {SPC)VEL. Key: {a) DOX-unloaded ME A; {b) DOX-loaded ME A; {¢) DOX-unloaded

ME B: {d) DOX-loadzd ME B: {2) DOX-unloaded ME C: {f) DOX-loaded ME C,
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nio For the DOX-unloaded ME the presence of crystals was
o observed (Fig. 2e) especially for samples with high O/S ratios
.25 (MEC.ME Dand MEE). The increase in the presence of crystals
when the DOX was incorporated into the ME (Fig. 2f) indi-
.20 cates that the DOX influences the formation of the crystalline
T structures.

& nis The data in Fig. 3 describes that the apparent viscosity
,‘i for both, the DOX-unloaded ME and the DOX-loaded ME,
T increased with the /S ratio, rose to a maximum when the oil

phase predominated over cholesterol in the formulations,
.05 These results relating an increase in the apparent viscosity
with the OFS modifications are in agreement with the data shown
0.00 in Fig. 2. This enhancement was larger when DOX was incor-
i b E in S i is 38 porated into the ME, suggesting the possible contribution of the

QIS ratio

Fig. 3, Variation of the apparent viscosity with oil phase/surfaciant ratio in the
ME. Key: () DOX-loaded ME and ({0) DOX-unloaded ME.

ion of light passing through them, they exhibit the same optical
properties in all directions. On the other hand, for anisotropic
materials optical properties change with the orientation of the
mcident light regarding crystallographic axes demonstrating a
range of refractive indices depending on the propagation direc-
ton of light through the substance and on the coordinates of the
vibration plane [2].

The photomicrographs of the DOX-unloaded ME and the
DOX-loaded ME analyzed through polarized light microscopy
are shown in Fig. 2.

The ME A sample (Table 1 ), prepared with O/S ratio of 0.176
(Table 3) showed isotropic behavior, characterized by a dark
field for both, the DOX-unloaded (Fg. 2a) and the DOX-loaded
(Fig. 2b) samples. Thistype of data for systems produced by sur-
factant/water/oil phase can be attributed to the formation of the
ail micro-droplet and cubic liquid crystalline arrangement. How-
ever, low apparent viscosity for these samples were previously
determined (Fig. 3). Asitis well known that the apparent viscos-
ty forcubic liquid crystals is very high [8,30].itcan be suggested
that for the ME A sample micro-dispersed droplets are formed.
On the other hand, for the ME B sample containing Q/S ratio of
0429, the photomicrographs shown for the DOX-unloaded ME
{Fig. 2c) and for the DOX-loaded ME (Fig, 2d) revealed dif-
ferences compared with those observed for samples containing
O¥S ratio of 0.176. For the DOX-unloaded ME, the presence of
Malta Croix, which is characteristic of lamellar arrangements
{Fig. 2c), was observed, indicating the effect of the O/S varia-
ton on the structural organization of the surfactant molecules
o the presence of lamellar crystalline arrangement, This fea-
turg in particular was verified for the DOX-loaded samples
{(Fig. 2d).

For the ME C containing O/S ratio 1.0 {Table 1), the pho-
wmicrographs shown in Fig. 2e for the DOX-unloaded ME and
Fg. 2f for the DOX-loaded ME revealed different structural
organization as compared with the samples containing 0.176 and
0,429 of O/S ratio. It is also important to mention that the sam-
pes ME D and ME E, with 1.5 and 3 of ratio O/S, respectively,
had presented similar results.

crystalline arrangements to the apparent viscosity of the ME
[8.14,15,30].

In order to identify the crystalline species observed by the
photomicrographs, the X-ray diffraction patterns of the MEs
were compared with those obtained for the precursors used
to prepare all the samples. Fg. 4 shows the X-ray diffraction
patterns for cholesterol, DOX, and SPC (Fg. 4a), for the DOX-
unloaded ME (Fig. 4h) and the DOX-loaded ME (Fig. 4c). It
can be observed that all samples showed well-defined diffraction
peaks, characteristic of crystalline structures. However for the
increase of the O/S ratio and for the addition of DOX to the ME,
an increase in the extension of the crystalline degree of samples
could be observed. The comparson betweenthe diffraction peak
position for both precursors and compounds in the structured
ME revealed the presence of cholesterol crystals characterized
by the presence of the more intense diffraction peaks (Fig. 6a)
at 268=5.04, 14.18, 15.29 and 42.36.

However, for the cholesterol precursor the peak related to
100% of intensity is located at 28=14.18 and for the DOX-
unloaded MEC (Fig. 4b) and the DOX-loaded MEB, MEC, and
ME D (Fg. 4c) this peak is located at 28 =5.04, suggesting the
crystallization of the hydrated cholesterol or polymorph phases
[11,14,15].

The results described above were confirmed by the SAXS
curves shown in Fig. 5 for the DOX-unloaded ME (Fg. 5a) and
the DOX-lpaded ME (Fg. 5b).

For the DOX-unloaded and the DOX-loaded ME A and ME
B with low O/S ratios, only a large comelation peak could
be observed. However, for the samples with higher O/fS ratios
(ME C, ME D and ME E) a well-defined diffraction peak was
observed (Fig. 5aand b). The correlation distances between these
peaks (equal to 2) are in agreement with the cholesterol lamellar
arrangement. However, since the large comelation peak detected
for ME A and ME B was presentin all the samples, the formation
of correlated droplets mixed with cholesterol crystallites can be
present in the systems.

In a previous work, we analyzed a similar system containing
surfactant/oil phasefagueous buffer in the presence of sodium
oleate as co-surfactant [2]. An important role of the sodium
oleate in the cholesterol crystallization only for the DOX-loaded
ME at high O content was found, A strong dependence of the
cholesterol crystallite formation with on the co-surfactant pres-
ence was also demonstrated [2].
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Fig. 4. X-my diffratograms fior pure substances and ME formulations stabilized
with SPC/EU. Key: {a) puresubstances, {b) DOX-unloaded ME {2} DOX-loaded
ME, cholesterol {CHO); soya phosphatidylcholine { SPC); doxorubicin { DOX)
{se2 Table 1 for ME formulations details).

Cnly for comparison between the structural variation of the
ME systems and the in vitro DOX release, a study of the initial
DOX release was carried out, without the intention of depleting
the ME drug content. The results are shown in Table 3 and Fig. 6.
The concentration of the released DOX was linear with the time
within the limits of the study. The data were fited by linear
regressionand straight lines were obtained with good correlation
coefficients.
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Fig. 5. 5AXS analysis for the ME stabilized with SPC/EU. Key: {a) DOX-
unloaded ME: {b) DOX-lpad=d ME {s== Tahle | tor ME formulations details).

Therefore, it was demonstrated that the incorporation of DOX
in the ME systems induced a strong effect on the drug release.
The analysis of the results shown in Fig. 6 revealed that the
ME A with a low O/S ratio of (.18 produced an inhibition in
its release rate of about 3.4-fold. However, when the ratio of
QFS was increased to 0.43, 1.0 and 1.5, the formation of the
cholesterol crystallites produced a high inhibition on the rate
of DOX release of around 6.2-, 27.8- and 28.1-fold, respec-

tively.

This decrease in the rate of DOX release from the ME systems
is probably due to three reasons: (1) the influence of the choles-
terol on the wrapping of the phospholipids molecules (SPC)
inducing the formation of more organized and rigid structures,

Tahle 3

Pammetzrs of the best linzar fit for the initial DOX releass from ME calculated
from Fg. &

Formulation O'S mtic  Rale constanis  Raie constants ratio #
DOX-unloaded - EREE 1000 .94
ME A 0.176 0.927 0,295 0959
MEB 0.429 0.508 0160 0.930
MEC L0030 0113 0,035 0.574
MED L5300 0.112 0035 0.985

reomelation eoefficiznt.
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Fg. 6. Drug-release profile of ME stabilized with SPC/EU {see Table 1 for
details of ME),

which makes difficult the mobility into the oil core of the ME,
decreasing the constant rate of the drug release from the system;
(2) the formation of the cholesterol crystals [11.14,15], caus-
ng an increase on the retention of the DOX incorporated in the
nternal phase of ME: (3) the different behavior of the oil droplet
dameter caused by the presence of the surfactant, particularly

0.4

DOX-release ratio

L]

L] 02 04 (1 0B 1.0 1.2 14 16
OIS ratio

Fig. 7. Effect of the O/S ratio on the DOX release from ME formulations {see
Table I for details of ME formulations). Solid line calculated from Eg. {3).

by the variation of the O/S ratio that dllows to different DOX
release ratios (Fig. 7 and Table 3), In addition, it is interesting
to note that the in vive behavior of DOX from the microemul-
son will certainly be related to the size of the oil droplets and
will be able to provide different bioavailability, especially when
administered by intravenous route.

These results are in complete agreement with the results from
the photon correlation spectroscopy, the apparent viscosity eval-
uation, the polarized light microscopy. and the SAXS and X-ray
diffraction results showing that the modification of the O/S ratio
in the ME formation influences the structure of the ME systems,
their mechanical properties, and, consequently, the DOX release
profiles.

In fact, the data of Fig. 7 shows that the ratio of DOX release
ratio followed an single exponential decay (Eg. (3)) when the
VS ratip was increased in the ME formulations. It is possible
to verify by the data from Fig. 7 that at a high O/S ratio the
ratio of the DOX release reaches a minimum demonstrating the
reservoir effect of the oil droplets of the ME.

Thus, for ME E with the highest O contents in the
oilfsurfactant mixture it was not possible to determine the ini-
tial rate release because the DOX was almost entirely restrained
inside the oil droplet in the experimental time limits, strongly
sgeesting the immobilization of the DOX by the cholesterol
crystals.

The results presented in this work demonstrate that the rate
release of the DOX was extremely dependent on the O/S ratios
in the formulatons. It was also observed that the produced MEs
are able to create either lamellar phase or cholesterol crystals
SLTUCLUTES.

4. Conclusions

The strong dependence of the surfactants/oil/faqueous phase
ratioon the formation of differenttypes of supramolecularaggre-
gates and crystalline species was demonstrated, High QS ratio
leads to the crystallization of cholesterol polymorphs phases
which restricts the mobility of the DOX molecules into the ME
structure. Excellent agreement between the structural changes
and the drug delivery profiles allowed associating the great
decrease of DOX rate release to the cholesterol crystallization
when higher proportions of the compound were used in the ME
formulations.
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In this work the structural features of microemulsions {MEs) containing the pharmaceutical biocom-
patible Sova phosphatidylcholine Tween 20 (1:1) as surfactant (5], Captex™ 200 as oil phase (0], and
phosphate buffer 10mM, pH 72 as aqueous phase (W) were studied. Systems obtained with different
proportions of the components were described by pseudo-ternary phase disgrams in order to charac-
terize the microemulsions studied here. MEs were prepared with and without the polyene antifungal
drug amphatericin B (AmB). The maximum AmB incorporation into the ME system was dependent on
bath the oil phase and surfactant proportions with 8.80 and 5.7 mg'mL in high contents, respectively. The
incarporation of AmB inta the ME systems significantly increased the profile of the droplet size of the
ME for all ranges of surfactant proportions used in the formulations. The microstructures of the system
were characterized by dynamic light scattering (DLS] and rheological behaviar. The DLS results showed
that the size of the oil draplets increases 4.6-fold when AmB is incorporated into the ME system. In zll
cases the increase in the proportion of the oil phase of the ME leads to a slight increase in the diameter
of the oil droplets aof the system. Furthermaore, for both the AmB-loaded and AmB-unloaded MEs, the
size of the oil droplets decrease significantly with the increase of the S proportion in the farmulations,
demonstrating the efficiency of the surfactant in stabilizing the ME. Depending on the ME composition,
an anti-thixotropic behavior was found. The maximuim inereases of the consistency index caused by the
increase of the oil phase of the ME were of 17- and 25-times for the drug-loaded and drug-unloaded MEs,
respectively. However, the observed effect for the drug-loaded ME was about 4.8 times higher than that
forthe drug-unloaded one, demanstrating the strong effect of the drug on the rheological characteristics
af the ME system. Therefare, it is possible to conclude that the investigated ME can be used as a very
promising vehicle for AmB.

2008 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

its permeability, which promotes an ion influx into the parasite,
thus leading to its death [7.8]. This molecule has the broadest

Invasive fungal infections are an important cause of morbidity
ad mortality among immunodeficient patients {transplants,
chemotherapy, AIDS) [1-3]). Amphotericin B (AmB), 3-(4-
amino-3,5-dihyd roxy-6-metyl-oxan-2-yljoxy-19,252730, 31,33,
35, 37octahydroxy-18,20,21=trimetyl-23-0x0-22,38-dioxabiclyco
[33.3.1] nonatriaconta-4,6,8,10,12,14,16-heptan-38-carboxylyc acid
(Fig. 1), a broad spectrum antifungal agent mainly used for the
reatment of invasive fungal infections [4-6], acts on the ergosterol,
asteroid present in the membrane of the fungal cells by increasing

* Corresponding author. Tal.: +35 16 3301 6074, fax: +55 16 33015050,
E-mail addness: dlivelag@fefarunespbr (A G Oliveira)l

(E27-T765/% - 322 front mattar © 2008 Elsevier BV, All rights msarved
it 100016 j colsurfh 200806016

spectrum of activity of all available antifungal agents [9].

The high roxicity of AmB in its conventional formulation, a
micellar desoxycholate {D-AmB), has been successfully prevented
in other types of AmB formulations [10,11], The novel lipid-
containing formulations of AmB (i.e. liposomes, microemulsions)
have been developed in an attempt to decrease its nephrotoxicity
and increase its potential therapeutic effect (5]

Colloidal systems, such as microemulsions {MEs}, have been
imvestigated as drug delivery and targeting, since these sysrems
can incorporate drug compounds medifying their bioavailability
and stability and reducing their side effects [12,13]. These struc-
tures have considerably been investigated as drug delivery systems
and have also been used to dissolve water-insoluble drugs in

Plezse cite this article in press as: K.C. Pestana, et al, Oll-in-water lecithin-based microemulsions as a potential delivery system for amphotericin
B, Colloids Surf. B: Biointerfaces (2008}, doi:10.1016/j.colsurTb.2008.06.016
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Flg. 1. Chemical structurs of AmB.

agueous medium or water-soluble drugs in lipophilic medium [ 14].
An ME is a system which contains water and oil coexisting in ther-
modynamic equilibrium due to the presence of a surfactant film
at the oil-water interface [15-17]. It is formed spontaneously and
exhibits typical physicochemical properties, such as optical trans-
parency and isotropy, 2 wide range of viscosity and thermodynamic
stability[15,18]. Usually, the system containssurfactants and cosur-
factanrs to achieve the low interfacial tension and required packing
parameters | 19], MEs differ from conventional emulsions not only
by their much smaller structural size but also by their thermody-
namic stability [20].

Modifications in the composition of the ME can promote
changes in its structural features and conseguently in its mechani-
cal behavior and may constrain the extent of mobility and direction
of the movement of the molecules dissolved in such sysrems
113,21]. It is known that less ordered microemulsion systems usu-
ally have reduced viscosity, while the more ordered hexagonal and
cubic phases show the elastic properties of solids. As the mability of
molecules is higher in liguid than in sclid systems, such structural
modifications can raise the rate and the profile of drug delivery
|14,21].

In this work, an ME stabilized by the mixture of phos-
phatidylcholine and neutral polissorbate hydrophilic surfactant
was studied. The systems were characterized in a pseudo-ternary
phase diagram. The diameter distribution of the oil phase wasana-
lyzed in relation to the used surfactant and oil phase contents.
Rheological studies were performed by controlled-stress rheologi-
cal analysis. The variarion of the droplet diameter and rheological
properties were studied in the presence and absence of AmB incor-
porated into the ME system.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Sova phosphatidylcholine {SPC), {Epikuron 200™) was pur-
chased from Degussa Texturants Systems Deutschland GmbH &
Co. {Hamburg, Germany): amphaotericin B powder, lot 596/07,
was kindly provided by Cristalia, Brazil. Captex 200™ (propy-
lene glycol dicaprylate/dicaprate} {0) was kindly provided by
Abitec Corporation, {Janesville, USA). Phosphoric acid PA. and
polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween 20) (Tw) were from
Sigma Chemical Co. (Saint Louis, USA). Water was purified in a Milli
Q Plus system (Millipore) and its resistivity was 18.2 M2 cm. All
other solvents and chemicals were of analytical grade.

2.2, Methods

2.2.1. Pseudo-ternary phose diogram

The appropriated proportions of SPC/Tw for the surfactant mix-
ture {5) were previpusly established in this studyas 1:1 {w/w), and
thus the surfactant mixture provided a sufficiently clear system

conceptually consistent with the ME structure, Captex 200™ [0
was added to the semisolid mixture of SPC/Tw (5) in suitable ratios
from 1:9 to 9:1 {wfw) to obtain the phase diagram. To the con-
stantly stirred semisolid mixture {1.0g), containing 5 and O, the
agueous phase {W ) was slowly added with a precision burette, The
rransitions from semisolid mixrure to optically clear ME and then
from clear ME to translucent colloidal ME were sharp and repro-
ducible to within 0.05 mL of W. The titrations were carried out in
a controlled-temperature room at 25=0.1*C. MEs were prepared
4h before the experiments and maintained at 25=0.1°Cto allow
the system to reach complete eguilibrium.

22.2. Microemulsion prepararion

Selected weights of SPC and Tw were mixed to obtain 5. To
the semisolid mixture of SPC/Tw, an appropriate amount of O was
added. To the constantly stirred mixture containing S and O, the
aqueous phase was slowly added. This addirional sequence enabled
the homogenization of the surfactant, Subsequently, the system
was maintained under agitation using a 220-wW Ultrasonic Lig=
uid Processor, model XL 2020 {USA), operating in a discontinuous
mode, for 20min at room temperature, The mixture was left for
10 min in a thermostatic chamber at 25 =0.1 *C The samples were
centrifuged at 8500 x g) in an Ultracentrifuge Hitachi Himac CP-B0
{Japan} for 15 min, to eliminate the titanium residues that could be
released from the sonicator tip. The appropriated amounts of AmB
were dissolved directly in the microemulsion (ME) previously pre-
pared. The formulations used in this work are described in Table 1
and characterized in Fig. 2.

22.3. Maximum incorporation of AmB into microemudlsion

Microemulsions containing SPC/Tw (5}, CP{0), and buffer phos-
phate 10mM pH 7.2 (W) were prepared in triplicate (Table 1 } Three
milliliters of the ME were transferred to the sonication tube. An
excess of AmB was added, and the system was submitted to a tip
ultra-sound vibration for 20 min. After sonication, the mixture was
left for 10 min in the thermestatic chamber at 25 = 0.1 *C. The MEs
were centrifuged ar B500 = g) in a Hitachi Himac CP-80 Ultracen-
rifuge {USA} for 15 min to remove the drug excess. The supernatant
was recovered and carefully filtered using a 0,45 pum membrane.
The filtrate was diluted and dissclved in methanol for the guanti-
mtive analysis of the AmB by HPLC.

22.4. Quanticative analysis of AmB

The AmB was analyzed by HPLCusing a Chromatograph Waters®
Alliance {USA) with automatic sample injector and Symmetry®C18
column 150mm = 4.0mm with a 5um particle size. The mobile
phasewas acetonitrile:EDTA25 mM ina gradient mode (from 35:65
to 70:30 {vjv)}, with a flow rare of 0.4 mL min=', a column tem-
perature of 25°C, rheodyne injector with 100 pl loop, and UV -vis
detector at 410 nm.

225, Dynamic light scattering (DLS)

The particle size analysis was carried out using a dynamic light
scartering (DLS) apparatus (Brookhaven Instruments Corporation,
EMI 9B63 model {USA) with laser source He-Me 10 mW, 532 nm-
HUGHES, self-correlator, 64 channels), Before analysis the samples

Table 1
Composition of the ME formulations

ME composition {wiw){¥) MEA MEE MEC MED MEE MEF MEG

SPCITw (1:1)(8) 20 20 20 20 i} 15 25
crio) 3 6 10 v 10 10 10
Aguaous phasea (W) T H kL] a3 B0 75 65

Soe Fig. 2 for phase diagram location.
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Fg. 2. Pssudo-ternary phase diagram for the system containing SPCTw (S, Capax™ (), and agueous buffer (WL Key (a) AmB-unloadad ME, (b) AmB-loadad ME, [ ME}
microemulsion, (EM) emulsion and | ) spacific compositions of the stugied MEs, 25°C S2e Table 1 for ME formulation details.

were diluted with buffer phosphate 10mM pH 7.2 and filtered
(0.22 pm). The size measurements were carried out at fixed angle
of 90°. The correlater was operated in parallel mode and the cumu-
lant method of analysis was used to calculare the mean sample size
according to the intensity of scattered light {Z—average diamerer),
The results are the mean and standard deviation {5.0.) of at least 10
measurements of the samples. The measurements were performed
at25=02°C

Z2.6. Rheoiogicol measurements

The rheological properties of drug-loaded and drug-unloaded
MEs were determined using a controlled-stress Carrimed CSL 100
heometer {TA instruments} with cone-plate geometry. The cone-
plate geometry is a 2° stainless steel cone with a 4cm diameter
ad a gap of 55 um between the cone and plate. The experiments
were performed with a shear rate {y) in the range of 0-400s"",
The used shear rate regions were selected due to the resisting abil-
ities against the applied stresses. The rheological measurements
were performed for both up and down curves. The data of the shear
cycle were fitted to the power-law model using the Rheology Solu-
tions Software (version Data V117, TA Instruments). All rheological
determinations were carried out in triplicate for all samplesand at
250+02°C

3. Results and discussions

The pseudo-ternary phase diagram that describes the experi-
mental conditions in which the compenents must be combined to
form clear preparations is of relevance to characterization of ME
systems. For the MEs stabilized with SPC/Tw, the pseudo-ternary
phase diagram (Fig. 2} describes the wide range of possibilities
o obtain domain regions of clear systems in the phase diagram
where O/W microemulsions prevail. The surfactant used in this
work was selected from previous studies with initial ME formu-
lations containing various SPC/Tw mixtures providing a different
Iwdrophilic-lipophilic balance (HLE . The HLE describes the simul-
taneous attraction of the surfactant mixture for the oil and agueous

phases. When it is similar to the reguired HLB of the ME oil phase,
the system provides the minimum energy condition for ME forma-
tion, The composition of the surfactant system SPC/Tw 1:1 (w/w)
was established in order to obtain the HLB value to provide the
dearest system used in the pseude-ternary phase diagram. This
condition serves to optimize the solvation requirements of the sur=
factant and minimizes the free energy of the overall system. When
SPC/Tw surfactant was incorporated into the immiscible mixture
of O and agueous buffer {W}, the surfactant molecules could be
located inthe oil-water interface, whichis thermodynamically very
favorable to stabilizing the ME system.

For the system containing AmB, a very similar domain region for
oil-in-water ME was obtained in the phase diagram (Fig. 2). In this
particular region of interest, the ME formulations were selected in
order to obtain oil-in-water systems. Although the phase diagram
describedin Fig. 2 is shown here with only the intention toillustrate
the ME region used in this study, the results were very interesting
because they reveal that the ME exists at infinite dilution in water.
The points A-D shown in Fig. 2 represent the specific composition
of the formulations ranging up to the oil phase proportion. On the
other hand, the points E-Grepresent the variations inthe surfactant
proportion.

The data of the pseudo-ternary phase diagram {Fig. 2) shows
that it is possible to add a great volume of the agueous phase and
a limited volume of the oil phase maintaining the thermodynamic
srability of the O/W systems. For bath with and without AmB, the
O/W microemulsion region in the pseudo-ternary phase diagram
was verified within the limit of 20% of the oil phase. After the sys-
tem becomes opague with transition to corventional emulsion, the
distinct transition from emulsion {EM } to ME could be observed. In
the presence of AmB, the area of the ME begins to appear with
approximately 60% of the agueous phase (Fig. 2.

n the presence of AmB, the area of EM (Fig. 2a) is greater than
that observed in the absence of the drug {Fig. 2a-b). Depending
on the oil phase contents, a minimum of about 25% of the agueous
phase was necessary ro form the conventional EM phases. MEs with
high oil content were identified in the region of 0-25% of the ague-
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ous phase proportions. Additionally, this was observed not only in
the presence of AmB but also in the range of 0-35% in its absence.
In the pseudo-ternary phase diagrams with and without AmB, the
W /0 ME allowsthe infinite dilution with the oily phase maintaining
its thermodynamic stability (Fig. 2L

MEs systems are presented on both sides of the pseudo-ternary
phase diagram (Fig. 2) showing oil-in-water and water=in-cil ME
systems mutually separated by an opague transition region with
greater internal microstructure, but that can be changed into either
of the systems depending on the component proportions. Thus,
when the oil phase propertion was increased, the system became
cloudy, indicating a change in the internal microstructure. In fact,
rheological measurements show that when the oil phase propor-
rion increases rogether with the decrease of the surfactant amount,
the apparent viscosity of these systems increases, indicating the
microstructure modifications,

The remainder region of the phase diagram represented by
opague systems (EM) involves the conventional emulsions. Fur-
thermore, we have found that in the interest region of the phase
diagram, which represents W /0 ME with high content of the ague-
ous phase, the incorporation of AmB did not induce significant
changes in the phase diagram region of ME-AmE (Fig. 2. The
systems remained isotropic and optically transparent and, after
B500 = g) centrifugation for 15min, no phase separation or solid
sediment was observed. Thus, the stabilization of the system with
SPC/Tw provides the best condition to reduce the interfacial ten-
sion and to allow the formation of the smallest possible size of the
internal phase to obtain optically clear systems [22-25],

Light scattering is aroutinetechnigue todetermine the diameter
of the internal phase of MEs. The light scattering measures were
made for liguid MEs, which were diluted with agueous buffer in
order to derect experimental errors [26]. The diamerers of the oil
droplets are shown in Figs. 3 and 4.

The data showed to be dependent on the ratio of surfactant
{Fig. 3} and oil phase (Fig. 4) in the ME formulations, We can verify
that for both drug-loaded and drug-unloaded ME the diameters
of the strucrures decreaze with the concentration of surfactant
{Figs. 3 and 4},

For AmB-loaded ME we found thar when the 5 proportion
increased, its mean droplet size diameter decreased from 205 to
B2nm (Fig. 3} This occurred slowly in smaller proportions of §,
and sharply between 20% and 25% of 5. The abrupt reduction

1204

Diameter (nm)

a0
40 Q\N&—-—____ g
o T T
10 15 20 25

[Surfactant] {%)

Flg.3. Effect of the surfactant proportion on the diamater. Kay: (C) AmB-loaded ME
and () AmB-unloadad ME, 2530 S22 Table 1 for formulation datails, 250
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E
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4 B 1z 18
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Fig. 4. Efect of the ofl phase on the diamatzr of the ME Kay: (J) AmE-loaded ME
and (C) Amb-unloadad ME SseTable 1 for formulation details, 25 L.

verified in the final range of 5 contents can be related to an addi-
ricnal dissolution of AmB fraction from the oil-water interface
caused by the excess of the surfactant in the bulk of the dispersion
medium,

For drug-unloaded ME, the mean droplet size diameter was
about 3.0-fold lower than that for AmB-loaded ME with low S con-
tent. The results show a linear dependence with litrle slope by the
effect of the S proportion (Fig. 3. The decrease of the mean diame-
ter of the droplets was from 683 to 34.1 nm, in the range of 10-25%
of 5, respectively. The decrease in droplet size diameter allowing
the formation of clear to semi-transparent systems, demonstrating
the good effect of the 1:1 {w/w) SPC/Tw ratio in the reduction of
the interfacial rension for the ME stabilization [22-23]. This profile
can be explained since the surfactant organizes as a monolayer at
the oil-water interface reaching saturation in high proportions and
leading to minimum droplet size diameters [13,27].

The change of the hydrodynamic diameter of the oil droplets as
afunction of the oil ratio is shown in Fig, 4.

Since the experimental data were obtained with a fixed propor-
tion of S {20%), the droplet size diameter values achieved in the low
oil phase content were about 141.6 and 37.7 nm, for the drug-loaded
and unloaded ME, respectively. It was shown that the oil phase has
little effect on the mean droplet size diameter. This profile shows
that the § proportion was sufficient to cover the entire oil-water
interface and provide a thermodynamically stable system.

Therefare, we have found that the AmB incorporation into the
ME modified the droplet size diameter profile of the internal oil
phase of the ME For both the surfactant and cil phase, the effect
on the mean droplet size diameter profile of the AmB-loaded ME
was more pronounced in all ranges of component proportions
(Figs. 3 and 4} One hypothesis to explain the biggest diameters
of the oil droplets when AmB was incorporated into the ME sys-
tem is related to the hydrophobic property of the AmB malecule in
the studied pH region. Besides, since the pk, \alue of the amino
group of AmB was taken as 5.7 for -CO0H and 10.0 for -NH;,
wmnder the experimental conditions {pH 7.2}, the AmB is ampho-
teric and very slightly water soluble, and then can be favorably
partitioned into the oil phase. In this condition the AmB can be
considered as an addirional fraction of the oil phase added to the
ME system, increasing the droplet volume, Moreover, as the AmB
molecule also exhibitsamphiphilic properties, afracrionofthedrug
molecules can incorporate as a spacer into the surfactant mono-
layer at the oil-water interface, leading to an increase in droplet
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Fg. 5. Rheological bahaviorof the MEstabilizad with $PC/Tw in function of the oil phaza.

ME.

size, Thus, these phenomena can explain the parallel shift berween
AmB-unloaded and AmB-loaded ME data observed in Fig. 4,

The data in Figs. 5 and 6 show the rheological profile of the
samples and correlate the shear stress (t) and the shear rate ()
relationships. The response of the anti-thixotropic properties of the
ME to stepwise changes of shear rate is shown in Fig, 5a-b.

It was found that for both drug-loaded and drug-unloaded MEs
this property decreased with the increase of the oil phase propor-
tion in the system, The addition of AmE to the ME system has a little
gfect on this property. The results in Fig. 5 demonstrate that the
thixotropic ME becomes more mobile with the stirring.

The results of the surfactant effect on rheological behavior of
drug-loaded and drug-unloaded MEs are shown in Fig. Ba-b.

The flow curves revealed thar the majority of the ME systems
showed a non-linear relationship between the shear stress [ t) and
shear rate () which is characteristic of a non-Newtonian flux
material, It was verified that the anti-thixotropic response was very
similarto that ohserved for the oil phase (Fig. 6a-h). In fact, the flow
crves revealed that, especially in high § and O contents, the ME
wstems showed a non=linear relationship between the shear stress
and the shear rate, exhibiting a non-Newtonian profile, In this case
the viscosity is dependent on the shear rate, pressure, temperature,
and time [2E]. Because of these properties, the systems behave as

fa) 10

Shear strees (Pa)

Shear rate (")

Shear strees (Pa)

Shear rate (s}

(S22 Tablz 1 for formulation details) Kay: (a) AmB-unloagad ME and (b) AmB-loadad

Eeudoplastic ones, and a power-law model can be used todescribe
the flow characteristics of the MEs. Thus, the flow behavior can be
described by the Eq. [ 1) [29]:
r=k(p)' ()
where k i 3 constant parameter related to the viscosity [consis-
tency index) and n is the flow behavior index, In this model n>1
represents a dilatant fluid, n<1 represents a pseudoplastic fluid,
and Mewtonian fluids have an nvalue of unity.

In general, the changes in the material caused by the shear-
ing process increase the apparent viscosity under the shear stress.
However, the structure is gradually recovered when the stress is
removed [30,31], On the other hand, the results of our system
showed rhar despite the rheological curves showing a decrease of
the viscosity, a more ordered arrangement was observed after the
shearing process, typical behavior of anti-thixotropic systems.

This is a desired property in pharmaceutical dispersions as ME,
especially for pseudoplastic systems, because the decrease of the
viscosity facilicates not only the drug administration but also the
ME preparation. Moreover, the more ordered system formed after
the shearing process may be responsible to prolong or modify the
drug release profile. For the AmB-unloaded ME, the thixotropic
behavior was negligible, highlighting the AmB role in the ME weak

(b) 10

o BHEARBR A

Shear strees (Pa)

T

200
Shear rate (s™)

Fig. 6. Rhaological bahaviar of the ME stabilized with SPCTw in function of surfactant rtic. Kay: (2) AmB-unleadsd ME and (b) AmB-loadad ME S22 Tabla 1 for farmulation

detalls.
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thixotropy, It is known that the thixotropic property progressively
breaks down on shearing and slowly rebuilds more organized
arrangements at rest for a time period [32,33). Furthermore, these
results show that the addition of AmB to the ME system does not
cause interactions between the dispersed droplets. In this case the
decrease in the shear rate during the rheology analysis induces
the formation of new structures which temporarily decrease the
viscosity, providing conditions for the existence of thixotropy.

The apparent viscosity of the ME is directly related to the con-
sistency index that is measured directly from the slope of the
rheological curves. Figs. 7 and B show that for both the AmB-loaded
and AmB-unloaded MEs, the values of the consistency index varied
slightly in low proportions of O and 5. The AmE incorporation into
the ME led to a sharp rise in its consistency index in high propor-
tions of O compared with the empty ME. This phenomenon is in
agreement with the results of Figs, 3-4, showing a significant con-
tribution of AmB in increasing the diameter of the droplets of the
internal phase ME.

In additicn, the effect of the § content on the modification
of the consistency index discloses that the profile also leads to
an increase in this parameter when compared with the empty

026+
0.20

0,15

0.0

Consistency index (Pa.s)

0.00 T
10 15 o 25

[Surfactant] (%)

Flg. 8. Consistency index of the ME stabilized with SPCTw in function of surfac-
tant mtio. Kay: () AmB-loadad ME and (O) AmB-unloaded ME Sea Table 1 for
formulation details, 25°C

KC Pestana et al. / Collaids and Surfoces B Biainterfoces xoe (2008 w0

ME {Figs. 7 and 8). This effect can be explained since the inter-
action of AmB with the oil droplets provokes the formation of
more voluminous microstructures, which are reflected directly in
the consistency index. In fact, the light scattering analysis showed
larger diameters for the internal oil droplets when AmB was incor-
porated into the ME (Figs. 3 and 4. Also, it is well known that
the increase of the oil phase and surfactant contents leads to an
enhancement of the consistency index [33,34].

In this work all the n determined values were less than unities,
indicating that these systems behave as pseudoplastic shear-
thinning fluids. This behavior is due to the orientation of droplets
owards the flow caused by shearing of the system. In these condi-
tions, the consistency index is strongly influenced by the size of the
droplets [35). For both the AmB-loaded and AmB-unloaded MEs,
the values of the consistency index increase about 1B- and 25-fold
with the oil phase proportion, respectively.

The variation of the consistency index {Figs. 7 and B) verified
in our results could be due to the properties of the oil phase
and also to the modifications achieved on the diameter of the oil
droplets, For diluted ME systems, the oil droplets were scarce and
have no or little effect on the viscosity. But when the diameter
increases, or the number of droplets increases per unity of volume,
thedroplet-droplet interactions become predominant and thenthe
frictional effects can lead ro the consistency index increase.

70 (a)
6.5
6.0

55

50

[AmB] (mgimL)

2 4 [ ] B 10 12 14 16 18
[Oil phaso] {%)

5.5 1

5.0 <

[AmB] mgim.
£

5 + * 1 1= T T - + |
8 10 12 14 16 18 n 2 4 %

[Surfactant] (%)

Hg 9. Incorporation of the AmB in the micrmemulzion system. (a) Effect of the ail
phas2 and (b) ffect of the surfactant contants. S22 lable 1 for formulation datails,
25=C
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Since intheexperimental conditions the water solubility of AmB
can be considered negligible, we have verified the effect of the pro-
portions of the oil phase and the surfactant proportions on the
solubility of the drug. The results of the association of AmB to ME,
the effect of the oil phase proportions and the surfactant contents
are shown in the solubility diagram of Fig. 8a-b.

The concentration of the dissolved AmB was remarkably
increased by the addition of the oil phase {Fig. 9a) and surfactant
(Fig. 8b], increasing probably up to a plareau in high proportions
of these components. These features clearly demonstrate that AmB
interacts strongly with the internal phase of the ME system through
a hydrophobic effect. This rate of AmB association to ME is typical
of the neutral drugs incorporation into supramolecular aggregates
as micelles and microemulsions [36-3E]. In fact, since the pis val-
ves of AmB were 5.2 and 10.0for the carboxilate and amino groups,
espectively, at the experimental pH region AmB is an amphoteric
compound, and then it is formally neutral and may interact with
microemulsion aggregates through hydrophobic effect, associating
predominantly into the oil phase.

Furthermore, since this ME system also exhibited great physical
stability, we could rationalize the most appropriate ME formula-
tion for incorporation of AmEB, We found that in the range of the
experimental conditions, the maximum incorporation of AmB into
the ME system was about 6,80 mg/mL of the ME. This is a quite
wfficient concentration, higher than the reqguired dose for use in
anrifungal therapy, which is 5 mgfmL. Thus, the agueous solubility
of AmB was significantly increased by association with neutral MEs
which offer many promising features for their possible widespread
1Ee as a vehicle for AmB administration.

4. Conclusions

The results of this work show that it is possible to obtain
oil-in-warer and water-in-oil microemulsions stabilized by mixed
airfactant SPC{Tw. The pseudo-ternary phase diagram demon-
strates that clear systems such as oil-in-water microemulsions
exist in a defined region of high water contents and that the
increase in the oil phase leads to the formation from a transition
region to a conventional emulsion region followed by a water-in-oil
microemulsion. The O/W ME system of interest was thermody-
narnically stable, appropriate from the rheological point of view
and from its droplet size distribution. Since it also allowed the
incorporation of appropriate AmB concentrations for therapeutic
administration, we can conclude that the investigated ME system
can be a promising vehicle as a new drug-carrier for AmB.
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Protocolo CEP/FCF/CAr. n® 31/2005 — Animais em Pesquisa

Interessado: THALITA PEDRONI FORMARIZ

Orientador: Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira

Projeto: Incorporagdo da doxorrubicina em microemulsdes lipidicas e
estudo da atividade antitumoral: tumor ascitico de Ehrlich

Parecer n° 33/2005 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considera o
protocolo para uso de animais na pesquisa: “Incorporacéo da doxorrubicina
em microemulsoes lipidicas e estudo da atividade antitumoral: tumor ascitico de
Ehrlich”, estruturado dentro dos principios éticos na experimentagio animal
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal - COBEA e é de
PARECER FAVORAVEL a sua execugio. |

Araraquara, 3 de novembro de 2005.
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Prof. Dre, MARIA VIRG 1A SCARI%MES DE OLIVEIRA |=
Coordenadora do CEP
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O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considera o
protocolo para uso de animais na pesquisa: “Incorporacdo da doxorrubicina
em microemulsdes lipidicas e estudo da atividade antitumoral: avaliagio da
toxicidade aguda”, estruturado dentro dos principios éticos na
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal -
COBEA e é de PARECER FAVORAVEL a sua execugéo.

Araraquara, 3 de novembro de 2005.

Prof®. Dr*. MARIA VIRGINIA SCARF OMES DE OLIVEIRA

Coordenadora do
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