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RESUMO

A zidovudina (AZT) é o farmaco antiretroviral mais utilizado no tratamento da AIDS, porém
possui baixa biodisponibilidade, pois sofre intenso metabolismo hepéatico. Para alcancar
concentracBes plasmaticas efetivas sdo requeridas doses altas e freqlientes, as quais podem
chegar a niveis toxicos. A via nasal tem sido proposta como uma rota alternativa para
administracdo de farmacos que sofrem metabolismo pré-sistémico, pois favorece a absorcao
direta para circulacdo sanguinea; porém, ela possui mecanismos de depuracdo mucociliar, 0s
quais podem eliminar rapidamente a formulacdo da cavidade nasal. Sistemas de liberacdo
mucoadesivos podem promover o contato prolongado entre a formulacéo e os sitios de absor¢édo
da cavidade nasal, retardando a depuracdo mucociliar. Alguns sistemas estabilizados por
tensoativos, capazes de formar diferentes estruturas liotrépicas liquido cristalinas, tém sido
propostos para aumentar o tempo de contato de formulagBes com as mucosas. Estes sistemas, ao
entrar em contato com os fluidos aquosos que compfem o muco, se ordenam em cristais
liquidos (CLs), formando uma matriz de liberagdo do farmaco. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver sistemas capazes de formar CLs, como potenciais sistemas mucoadesivos para
administracdo intranasal do AZT. A caracterizacdo por microscopia de luz polarizada e SAXS
mostrou que microemulsdes (MEs) formadas por AC205/acido oléico/agua formam CLs com a
adicdo tanto de agua como de fluido nasal simulado (FNS). As MEs foram capazes de
incorporar cerca de 50 mg.g® de AZT. A mucoadesdo foi avaliada por ensaios de reologia
oscilatdria, em que a adi¢cdo de fase aquosa aumentou os modulos elasticos dos sistemas, e pela
medida da forga para remover as formulagdes a partir de um disco de mucina, obtidas através de
um analisador de textura. Ensaios de liberacdo in vitro em célula de difusdo tipo Franz
mostraram, segundo o modelo de Weibull, que a mudanga de fases pode prolongar a liberacao
do AZT. Estes resultados sugerem que estes sistemas possuem grande potencial para
administracdo nasal do AZT.

Palavras-chave: Sistemas de liberacdo de farmacos, AIDS, zidovudina, microemulsdo, cristal

liquido, mucoades&o.
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ABSTRACT

Zidovudine (AZT) is the most widely used drug in AIDS treatment; however, AZT shows low
oral bioavailability, since it suffers extensive hepatic metabolism. In order to maintain
therapeutic levels, large doses have to be given frequently, which may reach toxic levels. The
nasal route has been exploited as an alternative route of drugs that suffer first pass metabolism,
as it ensures the direct drug absorption to blood circulation; however, the nasal route has
mucociliary clearance mechanisms which can quickly remove the formulation of the nasal
cavity. Mucoadhesive drug delivery systems can improve residence time of formulation in the
nasal cavity absorption sites, delaying mucociliary clearance. Some surfactants systems which
are able to form different liotropic liquid crystalline structures have been explored as a strategy
to increase formulation residence time on the mucosa. When these systems are placed in
physiologic agueous environment, they can form a drug delivery matrix. The aim of this work
was to develop systems capable of forming CLs as potential intranasal AZT mucoadhesive
systems. The polarized light microscopy and SAXS characterization showed that
microemulsions (MEs) composed by AC205/oleic acid/water form CLs with the addition of
either water or simulated nasal fluid (FNS). The MEs were able to incorporate about 50 mg.g™
of AZT. The mucoadhesion was evaluated both by oscillatory rheology, in which aqueous phase
addition increased the elastic modulus of the systems, and by measurement of the necessary
force to remove the formulations from mucin disc, obtained through texture analyzer. In vitro
Franz’ Cell drug release assay showed, according to the Weibull model, that phase transition
sustained AZT release. These results suggest that the systems in hand have great potential for

nasal AZT administration.

Keywords: drug delivery systems, AIDS, zidovudina, microemulsion, liquid crystal,

mucoadhesion.
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Introducéao

1.INTRODUCAO

O AZT, primeiro composto aprovado para uso clinico no tratamento da
Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida, é o farmaco mais amplamente utilizado,
tanto sozinho como em combinacdo com outros agentes antiretrovirais. Entretanto, o
fator que limita a sua efetividade terapéutica é sua toxicidade hematolégica dose-
dependente (MAINARDES, 2007; OH et al.,1998; THOMAS; PANCHAGNULA,
2003). A biodisponibilidade deste farmaco via oral é de somente 60% devido ao seu
metabolismo hepético; é eliminado como glicuronideo inativo, com meia-vida de
aproximadamente uma hora (MANDAL; TENJARLA, 1996). Para manter niveis
terapéuticos efetivos, altas doses devem ser administradas, as quais freqlientemente
alcancam niveis plasmaticos toxicos, causando uma série de efeitos adversos graves tais
como granulocitopenia e anemia (BLUM et al., 1988; MAINARDES, 2007). Esses
efeitos sdo dose-dependente e uma reducdo da dose total administrada reduziria a

severidade desta toxicidade (MANDAL; TENJARLA, 1996).

Somados a esses fatores, as atuais terapias antiretrovirais tém um esquema de
administracdo de doses bastante complexo. O grande nimero de comprimidos ou
capsulas, utilizados por tempo indeterminado, dificulta a adesdo do paciente ao
tratamento em longo prazo. Nos casos em que Sa0 necessarias terapias combinadas, o
aumento no nimero de comprimidos pode trazer dificuldade na compreensdo das doses
e severos efeitos colaterais (BRASIL, 2006). Além disso, os medicamentos disponiveis

no mercado ndo evitam o metabolismo hepatico do AZT.

A terapia hoje adotada utiliza a via oral como a principal via de administracao

do AZT. Sdo inquestionaveis as vantagens que a via oral oferece, mas para farmacos
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que sofrem metabolismo no trato gastrintestinal e metabolismo pré-sistémico, outras
rotas de administracdo devem ser exploradas. A rota transdérmica tem sido amplamente
sugerida, pois garante niveis plasmaticos continuos e evita 0 metabolismo hepatico e
gastrintestinal (NARISHETTY; PANCHAGNULA, 2004a; OH et al., 1998; THOMAS;
PANCHAGNULA, 2003). Entretanto, tratando-se do AZT, um problema que limita o
uso dessa via é a sua relativa hidrossolubilidade e a sua baixa permeabilidade
transdérmica, necessitando assim do uso de técnicas fisicas que melhorem a permeacéo,

tais como iontoforese, micro-agulhas, etc. (KUMAR et al., 1999).

A via nasal tem recebido especial aten¢cdo como rota promissora para liberacéo
sistémica de farmacos (ILLUM, 2003) e apresenta uma série de vantagens. Seu epitélio
com numerosas microvilosidades e grande area de superficie facilita a absor¢do de
farmacos. A camada subepitelial altamente vascularizada e a membrana basal com
endotélio poroso podem facilitar a permeacdo do farmaco. Essas caracteristicas podem
fazer com que o farmaco seja absorvido diretamente para circulagdo sistémica, evitando
metabolismo pré-sistémico, atingindo rapidamente niveis plasmaticos terapéuticos.
Todos esses fatores podem favorecer a reducdo da dose, a diminuicdo de efeitos
adversos e a adesdo ao tratamento. Comparando-se com outras vias, a via nasal tem
representado um grande avanco na administragdo de farmacos como horménio do

crescimento e insulina (UGWOKE, et al., 2005).

O reconhecimento do potencial da via nasal tem conduzido a um grande
aumento nas pesquisas neste campo nas Ultimas duas décadas. A lista de produtos no
mercado ou em varios estagios de desenvolvimento pré-clinico e clinico esta sempre em
crescimento (UGWOKE et al., 2005). Apesar do seu potencial, ha algumas barreiras

que limitam a absor¢do intranasal de farmacos, como 0s mecanismos de depuragdo
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mucociliar, o qual remove rapidamente a formulacdo da cavidade nasal, a degradacao
enzimatica, a qual pode acontecer tanto no limen da cavidade nasal como na passagem
através da barreira epitelial, e a baixa permeabilidade do epitélio nasal que dificulta a
absorc¢do de farmacos polares ou de alto peso molecular (ILLUM, 2003; MAINARDES

et al., 2006).

Vérias estratégias tém sido propostas para vencer estas barreiras de absorcéo.
Por exemplo, o emprego de sistemas mucoadesivos que promovem o0 contato
prolongado entre a formulagéo e os locais de absor¢do na cavidade nasal retardando a
depuracdo mucociliar, aumentando a permeacao e absor¢do do farmaco (ILLUM, 2003;
UGWOKE et al., 2005). Tais sistemas podem estar na forma de pos, liquidos ou géis
liquidos (ILLUM, 2003). Microesferas de quitosana (GAVINI et al., 2006;
MARTINAC et al.,, 2005), de poloxamers (HAN et al., 2006) e de pectina
(CHARLTON et al., 2007), lipossomas (SHAHIWALA; MISRA, 2004),
microemulsdes (LI et al., 2002; VYAS et al., 2006a ; VYAS et al., 2006b; ZHANG et
al., 2004), e sistemas mistos, como os sistemas de gelificacdo in situ, os quais se
gelificam através da mudanca de pH, temperatura e absorcdo de solventes quando
chegam a cavidade nasal (PARK et al., 2001; UGWOKE et al., 2005) sdo exemplos de
sistemas mucoadesivos. Ha uma ampla variedade de materiais que podem ser utilizados
na formulagcdo de sistemas mucoadesivos, como carbémeros, quitosanas, alginatos e

derivados da celulose (SMART, 2005).

H& uma nova classe de substancias, como monoestearato e monooleato de
glicerila, sendo identificada como mucoadesiva, capazes de formar cristais liquidos in
(CLs) in situ, os quais podem agir como uma matriz de liberacdo do farmaco, e que

devido sua alta viscosidade, pode permanecer por maior tempo em contato com a
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mucosa (BOYD et al., 2006; SHAH et al., 2001). Alguns &acidos graxos e copolimeros
etoxilados também sdo capazes de formar mesofases liquido cristalinas liotropicas em
presenca de agua na temperatura corpérea (MALMSTEN, 1996; URBAN, 2004). Os
CLs sé@o considerados estruturas ordenadas com arranjo molecular caracterizado por
regides hidrofobicas e hidrofilicas alternadas. Alterando a concentracdo de solvente,
podem ser formadas diferentes estruturas liquido-cristalinas, como lamelares (L),
hexagonais (H; para hexagonal e H, para hexagonal reversa) e cubicas. Os CLs vém
sendo considerados uma excelente matriz de liberacdo de farmacos, pois devido a sua
alta viscosidade, pode prolongar a liberacdo dos mesmos, além de possuir uma grande
area interfacial interna, com caracteristicas fisico-quimicas diferentes da area externa,
formando microambientes distintos, com diferentes constantes dielétricas, permitindo
compartimentalizar farmacos polares e apolares (BOYD et al., 2006). Porém, a
administragdo nasal de um CL estruturado torna-se dificil, devido sua alta viscosidade.
Por isso, varios trabalhos tém proposto a administracdo de um sistema precursor de CL,
ou seja, que se transforme nesta fase in situ (SHAH et al., 2001). A busca por esta
interessante alternativa ja foi proposta para mucosas como a periodontal (BRUSCHI et

al., 2007) vaginal e trato gastrintestinal (SHAH et al., 2001).

Nosso grupo de pesquisa tem mostrado que sistemas agua/dleo estabilizados
com tensoativo alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (AC205) formam
microemulsdes (MES) em baixas concentracdes de agua, e 0 aumento da fase aquosa
resulta numa gama de diferentes tipos de mesofases liquido cristalinas com maior

estruturagdo (CARVALHO et al., 2008; KLEIN, 2007; URBAN, 2004).

A administragdo da fase microemulsionada seria uma vantagem, devido & alta

capacidade de solubilizacdo de farmacos, estabilidade termodindmica e fluidez destes
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sistemas, que facilita a administracdo nasal (LAWRENCE; REES, 2000). Ao chegar a
cavidade nasal, entra em contato com os fluidos aquosos que compde 0 muco, podendo

transformar-se entdo numa fase liquido cristalina mais estruturada.

Tendo em vista as vantagens que a via nasal oferece na absorcéo de farmacos, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema precursor de CL para a
administragdo intranasal do AZT. Para isso, foram desenvolvidos e caracterizados
sistemas estabilizados com tensoativos tipo alcool graxo etoxilado e propoxilado, dgua e
acido oléico como fase oleosa, visando obter potenciais sistemas mucoadesivos. Os
sistemas foram caracterizados quanto ao comportamento de fases através da construcao
do diagrama de fases e caracterizagdo por microscopia de luz polarizada (MLP) e
espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS). A avaliagdo da mucoadesdo foi
estudada através de estudos reoldgicos, em que é possivel monitorar as mudancas
viscoelasticas do sistema formado pela mistura da mucina com a formulacéo, e através
da analise da forca de mucoadesdo obtida a partir de um analisador de textura, o qual
mede a forga aplicada na remocdo da formulacdo a partir de um disco de mucina. A
diferenciacdo estrutural da transicdo ME-CL foi elucidada por medidas de SAXS e

MLP. Por fim, foi realizado estudo de liberacao in vitro em célula de difusdo tipo Franz.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HIV e AIDS

O virus da imunodeficiéncia humana e a Sindrome da Imuno Deficiéncia
Adquirida, comumente referidos como HIV e AIDS (siglas originadas do Inglés:
Human Immunodeficiency Virus e Acquired Immuno Deficiency Syndrome), constitui a
doenca infecciosa mais séria que desafia globalmente a salde publica. Ha atualmente
33,2 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS no mundo. Mais de 6800 pessoas se
tornam infectadas com o HIV e mais de 5700 pessoas morrem de AIDS por ano,
principalmente pelo acesso inadequado a prevencdo e tratamento. IntervencGes como
aconselhamento educacional e terapia com farmacos antiretrovirais tém contribuido
para transformar a infeccdo por HIV de fatal a uma doenga infecciosa cronica
controlavel, embora as estatisticas ainda mostrem que o nimero de infec¢Ges continua

inaceitavelmente alto (UNAIDS, 2007).

Ha atualmente duas espécies conhecidas de HIV, o HIV-1 e HIV-2, com as suas
respectivas subespécies. HIV-1 é a infeccdo mundialmente mais comum, enquanto que
a HIV-2 é mais prevalente na Africa do Sul, a qual demora mais tempo para evoluir
para imunodeficiéncia que a HIV-1. A infeccdo humana por HIV é resultante da
integracdo do genoma viral dentro das células hospedeiras para sua replicacdo. A AIDS
é o0 estagio avancado da infeccdo causada pelo HIV. O virus infecta as células
hospedeiras se ligando a proteina viral gp120 em dois receptores transmembrana, o
CD4+ e em uma das quimiocinas CCR5 e CXCR4. O HIV infecta os macréfagos e

células T auxiliares CD4+, mas 0 que caracteriza a AIDS é a deplecdo das células
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CD4+. O estagio final da doenca pode ser caracterizado como um espectro de doengas,
incluindo infecgbes oportunistas como Pnuemocystis carinii e Mycobacteruim
tuberculosis, deméncia e cancer. Em adi¢do aos macrdfagos, linfonodos, medula éssea,
baco e pulmdes, o sistema nervoso central representa o local anatdmico mais importante
de alojamento do virus. Isto causa um significante dano neuronal e deméncia. Sem
tratamento, a infecgdo por HIV-1 pode ser fatal em 5 a 10 anos (OJEWOLE et al.,

2008).

2.2.Terapia para HIV/AIDS e suas limitagdes

Embora o desenvolvimento de farmacos para infec¢do do HIV tenha progredido,
ainda persistem numerosas incertezas a respeito da melhor maneira de se controlar a
doenca. Atualmente, os antiretrovirais sdo classificados em categorias como inibidores
da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores da transcriptase
reversa ndo-analogos de nucleosideos (ITRNN), inibidores de protease (IP), e mais
recentemente inibidores de fusdo (IF) e de integrase (Il). A Tabela 1 mostra a
classificacdo, apresentagdo e meia vida plasméatica dos antiretrovirais. Estes
medicamentos sdo administrados em terapia combinada. Eles adiam o inicio dos
sintomas da doenca, diminuindo o ritmo da reducdo das células de protecdo do sistema
imunolégico, mas, ainda assim, ndo conseguem eliminar o HIV do organismo, além da

terapia estar associada com varios efeitos adversos (BRASIL, 2006).

Os efeitos adversos estdo associados a curta meia vida e baixa
biodisponibilidade da maioria dos antiretrovirais, devido ao seu metabolismo pre-

sisttmico e degradacdo gastrintestinal. Além disto, os locais de alojamento do virus,
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como sistema nervoso central, sistema linfatico e macré6fagos, sdo compartimentos que
ndo podem ser acessados pela maioria dos farmacos na concentracdo terapéutica
requerida. Como nestes locais a concentragdo é subterapéutica, com tempo de residéncia
média curto, o HIV ndo consegue ser eliminado de seus reservatorios. Todos estes
fatores fazem com que posologia dos medicamentos antiretrovirais seja alta e freqiente,

0 que leva a baixa adesdo do paciente a terapia (OJEWOLE et al., 2008).

Estratégias para superar essas limitacdes incluem a identificacdo de novas
moléculas, modificacdo quimica das ja existentes e desenvolvimento de novos sistemas
de liberacdo de farmacos. Esta Ultima pode promover a eficacia de farmacos ja

existentes e explorar novas vias de administracdo (OJEWOLE et al., 2008)

A introducdo de um novo farmaco no mercado, além de levar vérios anos de
pesquisa, envolve custos altissimos. Assim, a procura por novos sistemas de liberacdo é
importante no sentido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que
possibilitem administrar os farmacos com mais seguranca e com efeitos colaterais

minimizados (MAINARDES et. al., 2004; MAINARDES et al., 2005a).

2.3.Zidovudina

A zidovudina é também conhecida como Retrovir, AZT, ZDV ou 3’-azido-3’-
desoxitimidina. AZT é um analogo da timidina que possui um grupamento 3’-azido em
lugar de 3’-hidroxila. A zidovudina é um sélido cristalino solivel em agua na propor¢édo

de 20 mg.mL™ (SILVA, 2006). Sua estrutura quimica esta representada na Figura 1.
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Tabela 1: Antiretrovirais: nome genérico, apresentacdo e meia vida plasmatica.

Classe Nome genérico Apresentacao Meia \,”qa
plasmatica
ABACAVIR Comprimido 300 mg 15h
DIDANOSINA Comprimidos tamponados de 25 e 100 1,6 h
mg, Comprimidos revestidos para
liberacdo entérica de 250 e 400 mg
ESTAVUDINA Cépsula 30 e 40 mg 1,4 h
ITRN
LAMIVUDINA Comprimido 150 mg 5-7h
Associa¢do com AZT 300 mg +
lamivudina 150 mg
TENOFOVIR Comprimido 300 mg 17 h
ZALCITABINA Comprimido 0,75 mg 1,2-2h
ZIDOVUDINA Cépsula 100mg e Associacdo de 1.1h
lamivudina 150 mg com AZT 300 mg
DELAVIRDINA Comprimido 100 mg 58h
ITRNN
EFAVIRENZ Cépsulas de 200 e 600 mg 40-55 h
NEVIRAPINA Comprimido 200 mg 25-30 h
AMPRENAVIR Cépsula 150 mg 7-10,5h
INDINAVIR Cépsulas 400 mg 1,5-2h
LOPINAVIR Cépsula 133,3 e 33,3 mg 5-6 h
IP
NELFINAVIR Comprimido 250 mg 3,5-5h
RITONAVIR Cépsula 100 mg 3-5h
SAQUINAVIR Cépsula 200 mg 1-2h
EFUVIRTIDE Capsulas 3,8h
I MARAVIROC Comprimidos 14-18 h
RALTEGRAVIR Comprimidos 9h

Fonte: BRASIL, 2006; OJEWOLE et al., 2008.
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Figura 1: Estrutura quimica da zidovudina.

A zidovudina é rapidamente absorvida e sua biodisponibilidade varia de 60 a
70%. Nos pacientes infectados com HIV, a absorcdo varia amplamente e é retardada
apos a ingestdo de alimentos. As concentraces plasmaticas maximas e minimas sao,
respectivamente, de 0,4 a 0,5 ug.mL™ e 0,1 pg.mL™, com a posologia de 400 mg de
quatro em quatro horas. A meia vida plasmatica de eliminacdo é de aproximadamente
0,9 a 1,5 horas. Sofre metabolismo hepatico pré-sistémico e € rapidamente transformada
no metabolito 5’-0-glicuronideo, que possui a mesma meia vida de eliminagdo, mas €

destituido de atividade anti HIV (SILVA, 2006).

Em relacdo ao seu mecanismo de ac¢do, ap6s a difusdo do farmaco para o interior
das células do hospedeiro, a zidovudina é inicialmente fosforilada pela timidina cinase,
em seguida é transformada em difosfato pela timidilato cinase, e por fim se converte na
forma trifosfatada. O trifosfasto de zidovudina, que tem uma meia vida intracelular de
eliminacédo de 3 a 4 horas, inibe a transcriptase reversa em competicdo com o trifosfato
de timidina. Como o grupamento 3’-azido evita a formacdo da ligagdo 5’-3’-
fosfodiéster, a incorporacdo da zidovudina provoca o término da cadeia de DNA. A

seletividade antiviral da zidovudina se deve a sua maior afinidade pela transcriptase
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reversa do HIV do que pelas DNA polimerases humanas. Na AIDS, ela prolonga a
sobrevida, reduz as infeccdes oportunistas, promove ganho de peso, melhora o estado

funcional geral e aumenta a contagem de linfocitos T CD4+ (SILVA, 2006).

A zidovudina foi o primeiro farmaco empregado no tratamento da AIDS, que
comprovadamente proporcionou beneficios clinicos importantes. No Brasil, a
associacao zidovudina/lamivudina foi considerada a dupla de analogos de nucleosideos
de primeira escolha para compor o esquema terapéutico inicial. O perfil favoravel de
toxicidade de ambos ITRN, a facilidade de adesdo a combinacéo e a larga experiéncia

com ela justificam esta opcdo (BRASIL, 2006).

2.4.Sistemas de liberacdo de farmacos antiretrovirais

A acdo de farmacos ja existentes pode ser potencializada através do
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo. A liberacdo controlada consiste em
técnicas que tornam os agentes quimicos ativos disponiveis para um alvo, com taxas de
liberacdo e duragdo adequadas para produzir um efeito desejado. Assim, 0s sistemas de
liberacdo controlada s&o tidos como aqueles que podem fornecer algum tipo de controle,

seja temporal, espacial ou ambos (EVANGELISTA, 2006).

A maioria dos sistemas de liberacdo controlada apresenta vantagens como
reducdo da freqliéncia de dosagem; reducdo da oscilacdo do nivel do farmaco na
circulacdo sistémica e fluidos bioldgicos; aumento da adesdo do paciente; esquema
terapéutico adequado as necessidades do paciente; garantia de efeito terapéutico mais
uniforme; minimizagdo de irritagdo de mucosas ou tecidos e outros efeitos adversos
dependentes da dose e via de administragdo (LI; ROBINSON; LEE, 1987). A aplicacéo

de sistemas nanoestruturados como sistemas de liberacdo tem sido alvo de crescente
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interesse dado as inimeras vantagens que essas formulaces oferecem como aumento
da solubilidade e estabilidade de farmacos, possibilidade de incorporacdo de farmacos
hidrofilicos e lipofilicos, capacidade de agir como sistemas reservatorios, diminuicédo da
toxicidade, assim como alterar a disponibilidade de farmacos dependendo da forma de

interacdo entre o farmaco e o sistema (EVANGELISTA, 2006).

Como a terapia utilizando analogos de nucleosideos comumente esta associada a
efeitos adversos toxicos e severos, 0 desenvolvimento de sistemas de liberagdo pode ser
uma alternativa para o tratamento da AIDS. Ha vérios estudos envolvendo sistemas de
liberagdo de farmaco antiretrovirais e uma boa revisdo sobre este assunto pode ser

encontrada em Ojewole e colaboradores (2008).

A utilizacdo de sistemas de liberacdo de farmacos antiretrovirais comecou em
1990, porém foram nos ultimos cinco anos que o maior nimero de publicacdes
comegou a surgir, mas ha uma falta de dados no avanco de estudos de caracterizagdo
fisico-quimica e mecanismos de acdo destas formulacdes (OJEWOLE et al., 2008).
Alguns sistemas desenvolvidos para melhorar a eficdcia do AZT estdo descritos a

sequir.

Benghuzzi e colaboradores (1990, 1989) estudaram a administracdo subcutanea
em ratos de implantes ceramicos de tricalcio de fosforo contendo AZT utilizando
técnicas cirlrgicas. Estes sistemas mostraram sustentar a liberacdo por mais de 26 dias
em ratos com doses entre 20 e 60 mg de AZT. O perfil de liberagdo obtido indicou que
as flutuacBes plasmaticas do AZT puderam ser eliminadas utilizando estes tipos de

sistemas de liberagéo.
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Ha estudos de encapsulagdo de AZT em lipossomas, 0S quais mostraram que a
administracdo parenteral em ratos ndo desenvolveu toxicidade na medula, exibindo
perfis normais de leucdcitos e eritrdcitos, além de atingir érgdos de alojamento do virus
como pulmdes e baco (PHILLIPS; SKAMENE; TSOUKAS, 1991; PHILLIPS;
TSOUKAS, 1992). A aplicacdo de lipossomas de AZT transdérmico aumentou o fluxo
do farmaco através da pele de ratos quando comparado com o farmaco livre,
contribuindo para o aumento da biodisponibilidade e direcionamento do AZT para
determinados sitios de acdo (SUBHEET; TIWARY; JAIN, 2006). Devido a baixa
eficiéncia de encapsulacdo do AZT em lipossomas, foi testado o pro-farmaco AZT-
miristato, cuja eficiéncia de encapsulacdo foi 98 % e os niveis plasmaticos e cerebrais
foram maiores quando comparados com o AZT em solugcdo, mostrando que o pro-
farmaco associado a um sistema lipossomal pode direciona-lo e melhorar sua agdo (JIN

et al., 2005).

Os sistemas nanoparticulados estdo ganhando bastante destaque na busca de
melhores tratamentos para a AIDS (MAINARDES, 2007). Muitos desses estudos
envolvem a encapsulacéo de antiretrovirais para direcionar a liberacao para macrofagos.
Recentemente, a afinidade de nanoparticulas de acido polilatico e polietilenoglicol por
leucdcitos polimorfonucleares mostrou ser dependente das quantidades destes polimeros
(MAINARDES et al, 2008). Nanocdpsulas de AZT trifosfatado de
poliisobutilcianoacrilato também promoveu a liberacdo celular in vitro em macréfagos

(HILLAIREAU, et al., 2006).

A liberacdo do AZT pode ser direcionada também para outros locais, como a

mucosa gastrointestinal, como no estudo de Dembri e colaboradores (2000), que
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desenvolveu nanoparticulas de poli isohexilcianoacrilato para administracao

gastrintestinal.

Dentre os antiretrovirais, 0 AZT é o mais estudado em sistemas transdémicos, e
sua limitagdo é a baixa permeacédo cutanea (OJEWOLE et al., 2008). Por isso a maioria
dos estudos foca a investigacdo de agentes permeantes, como carvacrol, timol, linalol e

mentol (KARARLI; KIRCHHOFF; PENZOTTI, 1995).

Para aplicagdo vaginal, D’Cruz e Uckun (2001) incorporaram um derivado do
AZT em MEs, vaginal, pois este veiculo mostrou ter alta capacidade para sua
incorporacdo. Porém as MEs sdo fluidas, e para garantir viscosidade ideal do sistema e
sua fixacdo na vagina foi adicionado carragena na formulagdo, para a ME adquirir
consisténcia de gel (D’CRUZ; UCKUN, 2001). Ha outros exemplos para aplicacdo
vaginal do AZT, como o desenvolvimento de anéis vaginais para liberagcdo diaria do
AZT composto por goma acécia, hidroxietilmetacrilato e metacrilato de sddio (HAN et
al., 2007), e nanogéis de aplicacdo intravaginal constituidos de polietilamina e

polimeros PEG/Pluronic® (KOHLI et al., 2007).

A via retal tem sido considerada como efetiva para liberacdo do AZT, pois ela
evita 0 metabolismo hepatico e degradacdo gastrica. Foram encontrados na literatura
dois estudos que incorporaram 0 AZT em supositérios (KAWAGUCHI et al., 1991;
WINTERGERST et al., 1997), porém esta via ndo é muito explorada pela baixa adesao,

além dos pacientes com AIDS freqlientemente apresentarem quadros de diarréia.
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2.5.Via de administracéo nasal

Cavidade
nasal

Garganta

Cordas vocais

Figura 2: Anatomia da via nasal.

Até algumas décadas, a cavidade nasal tem sido considerada como uma via de
administracdo de farmacos para terapias tOpicas, como descongestionantes nasais.
Recentemente, a possibilidade da cavidade nasal servir como via de administracdo em
terapias sistémicas, sobretudo com peptideos e farmacos que sofrem metabolismo pré-
sistémico, como o AZT, tem tornado-se um tema importante de pesquisa (AULTON,

2005; MAINARDES et al., 2006; MAINARDES, 2007).
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Os medicamentos atualmente comercializados ou nos diversos estagios de
investigacdo clinica para liberacdo nasal incluem a lisipressina (Sandoz), oxitocina
(Sandoz), desmopressina (Ferring), buserelina (Aventis), nafarelin (Searle), calcitocina
(Novartis), vitamina B12 (Nature’s Bounty), nicotina, beclometasona, estradiol,
progesterona, testosterona, propranolol, atenolol, metoprolol, buprenorfina,
fenobarbital, nitroglicerina, penicilina, gentamicina, cocaina, diidroergotamina,
leuprolida, insulina, interferon, glucagon e vacinas contra influenza, sarampo,

poliomelite, etc (AULTON, 2005; ILLUM, 2003; MAINARDES et al., 2006).

2.5.1.Anatomia, fisiologia, mucosa e depuracdo mucociliar

A regido mais externa do nariz € o vestibulo nasal, que abrange
aproximadamente 15 mm, estendendo-se das narinas até a valvula nasal, com um
comprimento de cerca de 60 mm e um volume de 20 mL, que chega até a nasofaringe.
A cavidade nasal esta dividida verticalmente, em quase toda a sua extensao, pelo septo
nasal. Cada parede da cavidade nasal apresenta trés dobras ou recortes denticulares
conhecidos como cornetos ou conchas nasais. Essas dobras fazem com que a cavidade
nasal possua uma area superficial relativamente grande (160 cm?), em comparac&o ao
seu volume (300 pL). A elevada area superficial da cavidade nasal e abundante
vascularizacdo subjacente tornam esta via um bom lugar para absorcdo de farmacos
(AULTON, 2005).

A parte anterior do nariz, compreendida pelo vestibulo nasal até a concha nasal,
apresenta um epitélio escamoso estratificado. A parte superior da cavidade, que abrange

5 % da superficie total, € a membrana olfativa. Esta Ultima apresenta células sensitivas
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olfativas, assim como células serosas e mucoides, que estdo ai localizadas por ser esta a
regido que passa o ar inspirado. A maior parte da cavidade nasal, contudo, é revestida
por uma membrana mucoide que contém uma mistura de células colunares, calciformes
e basais. As células colunares presentes no terco anterior do epitélio sdo células nao
ciliadas, enquanto que as restantes sdo ciliadas. Os cilios sdo pequenas projecdes
piliformes localizadas sobre a superficie exposta das células epiteliais. Cada célula
contém em torno de 300 cilios, que medem entre 5 e 10 um de comprimento e 0,1 a
0,3um de didmetro. Esses cilios ondulam em ritmo uniforme, com uma frequéncia de
10Hz. Sua funcdo é facilitar o movimento do muco da cavidade nasal para a nasofaringe
e, finalmente, para o trato gastrintestinal. O efeito combinado desses cilios é
denominado depuracdo mucociliar. O tempo estimado total de reposi¢do do muco varia
de 10 a 15 minutos, aproximadamente, sendo a meia vida de depuracdo mucociliar
estimada em 20 minutos, e a taxa de depuracdo em torno de 5 mm/min. A depuragéo
mucociliar é basicamente uma funcdo de defesa, mas que constitui uma barreira a
absorcdo de farmacos (AULTON, 2005; HAGERSTROM, 2003; ILLUM, 2003).

A camada de muco tem, normalmente, uma espessura de 5 a 20 um (AULTON,
2005) e consiste principalmente em 95 % de agua, 2 % de mucina, 1 % de sais, 1 % de
outras proteinas como albuminas, imunoglobulinas, lisozimas e lactoferrinas, e menos
que 1 % de lipideos. As moléculas de mucina sdo responsaveis pela caracteristica
viscosa do muco (DAVIES; VINEY, 1998). E produzido diariamente cerca de 1,5 a
2,0L de muco, o qual consiste em duas camadas, uma inferior sollvel e a superior

gelificada (UGWOKE et al., 2005).
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2.5.2.Bio e Mucoadesao

A bioadesé@o pode ser definida como o estado em que dois materiais, dentre 0s
quais pelo menos um é de natureza biol6gica, sejam mantidos juntos por um periodo
prolongado de tempo através de forgas interfaciais (SMART, 2005). Na década de 1980
esse conceito comecgou ser aplicado em sistemas de liberacdo de farmacos. Ele consiste
na incorporacdo de moléculas adesivas em algum tipo de formulacdo farmacéutica, a
qual fica em contato intimo com o tecido de absorcdo, liberando o farmaco perto do
local de acdo, com o conseqiiente aumento da biodisponibilidade, promovendo efeitos

locais e sistémicos (HAGERSTROM, 2003; WOODLEY, 2001).

O potencial dos sistemas mucoadesivos consiste em prolongar o tempo de
residéncia da formulagéo no local de absorcao e promover o contato intensificado com a
barreira epitelial (HAGERSTROM, 2003).

As mucosas sdo as principais vias de administracdo para 0s sistemas
bioadesivos, embora também seja relatada a necessidade de desenvolvimento de novas
formulacGes bioadesivas para aplicacdo dérmica, quando se deseja uma acao cutanea
prolongada. E dificil esperar um efeito prolongado com a aplicacdo de cremes, solugdes
e logdes, pois a umidade, a temperatura e 0s movimentos podem remové-los facilmente
da pele (SHIN et al., 2003).

A mucosa mais utilizada para administracdo e absorcdo de farmacos € a
gastrintestinal (JUNGINGER; THANOU; VERHOEF, 2002), mas outras rotas também
séo estudadas, como a nasal, ocular, bucal, vaginal, retal, oral e periodontal (BRUSCHI,
2007; HAGERSTROM, 2003; WOODLEY, 2001).

Sistemas bioadesivos aplicados em mucosas freqlientemente sdo definidos como

mucoadesivos, mas 0s termos podem ser intercambidveis (LEUNG; ROBINSON,
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1990). Ha autores que definem sistemas mucoadesivos como aqueles que se liga com as
moléculas da camada de muco, mas na verdade, é dificil distinguir se a ligacdo se da
entre a superficie celular ou entre as moléculas da camada de muco e, além disso,
muitos bioadesivos se ligam a ambas as estruturas (WOODLEY, 2001).

E possivel delinear um sistema mucoadesivo nas mais variadas formas
farmacéuticas, uma vez que a propriedade da adesdo depende das caracteristicas do
material utilizado para sua preparacdo (EVANGELISTA, 2006). Portanto, diferentes
sistemas de liberacdo ja& conhecidos podem ser formulados utilizando moléculas
mucoadesivas, e tornarem-se assim, mucoadesivos. Essa estratégia para conferir
mucoadesdo foi empregada no desenvolvimento de varios tipos de sistemas de
liberacdo, e alguns exemplos estédo citados a seguir.

Sistemas sélidos nano e microparticulados que controlam a liberacdo do
farmaco através da erosdo da matriz, podem adicionalmente ter capacidade
mucoadesiva se em sua formulacdo for adicionado polimeros bioadesivos (BRAVO-
OSUNA et al., 2007; WITTAYA-AREEKUL; KRUENATE; PRAHSARN, 2006). As
microemulsdes podem ser formuladas com polimeros bioadesivos, como o policarbofil,
e manter suas caracteristicas de estabilidade termodindmica, isotropia, fluidez e
solubilizacéo de farmacos (VYAS et al., 2006). As formulacgdes para higienizacao bucal
também podem empregar polimeros bioadesivos no desenvolvimento de dispersdes
coloidais para prolongar o contato com a mucosa bucal (KOCKISCH, et al., 2001).

Embora o0s estudos dos mecanismos envolvidos na mucoadesdéo e o
desenvolvimento de novos sistemas e polimeros mucoadesivos tenham evoluido nos
altimos vinte anos, a mucoadesdo ainda nao é totalmente compreendida. As técnicas

empregadas na quantificacdo e qualificacdo ainda sdo tratadas de forma isolada. Uma
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ampla revisao sobre o assunto pode ser encontrada em Andrews, Laverty e Jones (2008)

e Carvalho et al. (2009).

2.5.2.1.Materiais mucoadesivos

O primeiro trabalho que propés a utilizagdo de um material mucoadesivo foi
desenvolvido por Nagai e colaboradores (1984), o qual promoveu a melhora do
tratamento local de afta na mucosa oral, utilizando comprimidos adesivos.
Adicionalmente, foi observado um aumento da biodisponibilidade sistémica da insulina
quando administrada por via nasal na forma de pd bioadesivo em cdes (NAGAI, 1985).
A partir de entdo, materiais bioadesivos passaram a ser utilizados como promotores da
absorcdo através de varias vias de administracdo. As primeiras experiéncias utilizaram
polimeros ja& conhecidos e encontrados no mercado, como os acidos poliacrilicos.
Atualmente, as novas pesquisas procuram desenvolver materiais que direcionam a
formulacdo no local de acdo, e que além da mucoadeséo, ofereca outras funcdes, como,
por exemplo, a modulagdo da permeacdo em tecidos epiteliais, e inativacdo de enzimas
que possam inibir a agdo do sistema de liberacdo (HAGERSTROM, 2003).

Ha uma variedade de materiais empregados no desenvolvimento desses sistemas
e 0s mais estudados sdo os polimeros derivados do acido poliacrilico, como o
policarbofil e o0s carbdmeros, polimeros derivados da celulose, como a
hidroxietilcelulose e a carboximetilcelulose, os alginatos, a quitosana e derivados e,
mais recentemente, os chamados sistemas multifuncionais (GRABOVAC; GUGGI;
BERNKOP-SCHNURCH, 2005; SMART, 2005). Esses novos sistemas mucoadesivos
multifuncionais sdo classificados na literatura como polimeros de segunda geracao

(LEE; PARK; ROBINSON, 2000). Eles s&o uma alternativa aos bioadesivos néo-
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especificos (SMART, 2005), pois se ligam ou se aderem em estruturas quimicas
especificas na superficie das células ou muco. Bons exemplos dessas moléculas sdo as
lectinas, invasinas, proteinas fimbriais (WOODLEY, 2001), anticorpos (CHOWDARY;
RAO, 2004) e adicdo de grupos tidlicos em moléculas ja conhecidas (BRAVO-OSUNA
et al., 2007).

Ha também os hidrogéis que possuem a capacidade de se gelificar in situ ap6s o
contato com algum estimulo ambiental no local de acdo. Séo os polimeros denominados
sensiveis ao ambiente, classificados como termosensiveis, como 0s poloxameros e 0s
carbdmeros (BRUSCHI et al., 2007; PARK et al., 2001), sensiveis ao pH, como o &cido
poliacrilico, os quais apresentam viscosidade aumentada em valores altos de pH,
sensiveis a glicose, como polimeros ligados a concavalina A, sensiveis a um sinal
elétrico, como &cido polimetacrilico, sensiveis a luz, como &cido hialurdnico (QIU;
PARK, 2001) e sensiveis a concentracdo ibnica, como a goma gelana
(HAGERSTROM; PAULSSON; EDSMAN, 2000).

Utilizando o mesmo raciocinio, ha outra classe de substancias sendo identificada
como mucoadesivas, capazes de formar cristais liquidos (CLs), os quais podem agir
como uma matriz de liberacdo do farmaco, e que devido sua alta viscosidade, pode
permanecer por maior tempo em contato com a mucosa (SHAH et al., 2001). Alguns
acidos graxos como os monoglicerideos monoleato e monolinoleato de glicerila, e
copolimeros etoxilados séo capazes de formar mesofases liquido cristalinas em presenca
de agua na temperatura corpérea (MALMSTEN, 1996; SHAH et al., 2001; URBAN,
2004). A alta viscosidade dos CLs torna dificil sua administracdo, mas a administracao
de um sistema precursor de CL pode levar a formacao da rede liquido cristalina ap6s o

contato com a mucosa, através de um estimulo organico, como temperatura e
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concentracdo de liquidos (BRUSCHI et al., 2007; NIELSEN; SCHUBERT; HANSEN,
1998; SHAH et al. 2001).

A mucoadesao tanto dos hidrogéis como das matrizes liquido cristalinas pode ser
explicada pelas propriedades reoldgicas destes sistemas, que diminuem a depuracao
mucociliar e aumentam o tempo de contato da formulagdo com a mucosa (BRUSCHI et
al., 2007; NIELSEN; SCHUBERT; HANSEN, 1998).

Com o desenvolvimento de materiais mucoadesivos mais inteligentes, é possivel
oferecer uma caracteristica carreadora Unica para muitos farmacos. Eles podem ser
projetados para aderir em qualquer mucosa, como a nasal, ocular, bucal, respiratoria,
urinaria, gastrintestinal, etc. Os materiais mucoadesivos podem melhorar a
biodisponibilidade, diminuir efeitos sistémicos indesejaveis, melhorar a absorcdo e
transporte de farmacos. Finalmente, com esses materiais é possivel empregar farmacos

ja conhecidos e produzir novos produtos com menores custos.

2.5.2.2.Metodologias para analise da mucoadesao

O numero de metodologias empregadas para analisar a mucoadesdo esta
constantemente em crescimento, embora o emprego dos mais diferentes métodos cause
as vezes incoeréncia entre os resultados, os quais ficam dificeis de comparar, devido as
diferencas entre os parametros e condi¢cdes experimentais (SIGURDSSO; LOFTSSON;
LEHR, 2006). Ha véarias metodologias propostas, e elas podem ser divididas entre testes
in vivo e testes in vitro/ex vivo.

Como exemplos de testes in vivo podem ser citados os que utilizam
gamacintilografia (SAKKINEN et al., 2006) e os que medem o tempo de transito

gastrintestinal em animais de uma maneira ndo invasiva; os sistemas de liberacdo
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podem ser formulados com radiois6topos opacos e monitorados por raios-X sem afetar
a motilidade normal do trato gastrintestinal (CHOWDARY; RAO, 2004).

Os testes in vitro/ex vivo encontrados foram técnicas que utilizam saco intestinal
de ratos (SANTOS et al., 1999; TAKEUCHI et al., 2005); técnicas que analisam
interacdes moleculares envolvidas na mucoadesdo, como a utilizagdo da espectroscopia
dielétrica de baixa freqiéncia (HAGERSTROM; EDSMAN; STR@MME, 2003) e
potencial zeta (TAKEUCHI et al., 2005); métodos de escoamento de liquidos que
simulam a depuragdo em mucosas (NIELSEN; SCHUBERT; HANSEN, 1998; RANGO
RAO; BURI, 1989); métodos que utilizam imagem, como a microscopia eletrdnica
(MATHIOWITZ; CHICKERING; LEHR, 1999), microscopia de forca atbmica
(CLEARY; BROMBERG; MAGNER, 2004; MATHIOWITZ; CHICKERING; LEHR,
1999), microscopia de fluorescéncia e microscopia confocal com varredura a laser
(KEELY et al., 2005). Ha também os testes que medem a forca de mucoadesdo e que
utilizam reologia, os quais sdo objetos de pesquisa neste trabalho, e que serdo
detalhados no préximo item.

Os testes in vitro/ex vivo sdo importantes durante o desenvolvimento do sistema
bioadesivo de liberacdo controlada, pois contribuem para estudos de permeacéo,
liberagdo, compatibilidade, estabilidade mecénica e fisica das formulacgdes, andlise da
interacdo superficial da formulacdo com a mucosa e forca da ligacdo bioadesiva. Estes
testes podem simular as mais diferentes mucosas, como nasal, oral, bucal, periodontal,
nasal, gastrintestinal, vaginal e retal (BRUSCHI; FREITAS, 2005), e diminuir assim o

uso de animais.
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2.5.2.2.1.Métodos que medem a forca de mucoadesao

A maioria das metodologias in vitro/ex vivo encontradas na literatura baseia-se
na avaliacdo da forca de mucoadesdo, ou seja, da forca requerida para quebrar a ligacdo
entre a membrana modelo e o mucoadesivo. Dependendo da direcdo em que o
mucoadesivo é separado do substrato, pode-se obter a forca de destacamento, a forca de
cisalhamento e a forca de tenséo a ruptura (HAGERSTROM, 2003), conforme indicado

na Figura 3.

Forca de Forca de Forca de tenséo
destacamento cisalhamento a ruptura

Figura 3: Representagdo das forgas que podem ser medidas em testes de mucoadesé&o.

O tipo de forca mais avaliado nesses testes é a tensdo a ruptura (BROMBERG et
al., 2004; BRUSCHI et al., 2007; HAGERSTROM, 2003). O equipamento é
normalmente um analisador de textura ou uma maquina universal de ensaios, o qual
mede a forca aplicada na remocdo da formulacdo a partir de uma membrana modelo,
que pode ser um disco de mucina (BRUSCHI et al., 2007) ou um pedago de mucosa
animal, como mucosa nasal suina (HAGERSTROM, 2003) e mucosa de intestino de
rato (BROMBERG et al., 2004). A partir dos resultados obtidos, pode ser construida a
curva forgca-distancia, em que sdo obtidos a forca de separagdo e o tempo de contato
(BRUSCHI et al., 2007), o trabalho de tracdo (area sob a curva durante a retirada da
mucosa), 0 pico de forca e a deformagdo do sistema até a ruptura (HAGERSTROM,

2003). Esse método é mais utilizado para analisar sistemas sélidos, como microesferas
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(CHOWDARY; RAO, 2004), embora haja também estudos de materiais semi-sélidos

(BROMBERG et al., 2004; BRUSCHI et al., 2007).

2.5.2.2.2.Métodos reoldgicos

Essa categoria de métodos é realizada totalmente in vitro e foi proposta
primeiramente por Hassan e Gallo (1990), utilizando ensaios viscosimétricos para
analisar macroscopicamente a interacdo formulagdo-mucina. A partir desse teste, é
possivel obter a forca de mucoadesdo através do monitoramento das mudancas
viscosimétricas do sistema formado pela mistura da mucina e o do sistema escolhido.

A maior desvantagem desse método é quebra das cadeias formadas pelo sistema
e a mucina sob escoamento continuo. Para evitar esse problema, adaptou-se método
viscosimétrico utilizando a reologia oscilatéria (CALLENS, et al., 2003;
HAGERSTROM, 2003). Partindo do mesmo pressuposto de que a resposta reologica da
mistura sistema-mucina deve ser maior que as contribui¢des da formulacéo e da mucina
isolados, pode ser obtido o parametro denominado sinergismo reoldgico ou parametro
de interacdo. Esse método é mais vantajoso em relacdo ao de origem, pois a reologia
oscilatéria € uma técnica ndo destrutiva, a qual mede, simultaneamente, tanto a
viscosidade como o comportamento viscoeldstico e pode ser usada para determinar
mucoadeséo entre o sistema mucoadesivo e mucina (CALLENS et al., 2003).

Nos ensaios oscilatérios podem ser obtidos os mddulos elastico (G”) e viscoso
(G™") e a magnitude destes mddulos é uma indicacéo qualitativa da estrutura do sistema.
Se G’>> G”, pode-se sugerir que o sistema esta interligado quimicamente, ou se G’>G”
0 sistema esta estruturado por ligacdes secundarias, mas se G’< G”, diz-se que as
moléculas do sistema estdo ligadas apenas por interacbes fisicas (CEULEMANS;

VINCKIER; LUDWIG, 2002).
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A medida quantitativa do sinergismo reoldgico (AG’) pode ser calculada tanto
em relacdo ao G’ como ao G” (CALLENS et al., 2003; CEULEMANS; VINCKIER;
LUDWIG, 2002), como segue na Equagéo 1.

AG=G [G +G mucina] (Ea. 1)

mistura L™ sistema

Sob uma tensd@o constante e em baixas freqliéncias, sistemas mais estruturados
apresentam o mddulo elastico G” maior que o viscoso G’’ e ambos sdo independentes
da freqliéncia. Num grafico duplo logaritmico séo representados por uma reta constante.
Para sistemas mais fracamente estruturados, os modulos dinamicos sdo dependentes da
freqiiéncia e é observada nesse mesmo grafico uma inclinacdo da curva (CALLENS et
al., 2003; CEULEMANS; VINCKIER; LUDWIG, 2002).

Hégerstrom (2003) expde um parametro de sinergismo reoldgico alternativo,

denominado parametro de sinergismo reoldgico relativo (AG ), calculado a partir

relativo
da Equacdo 2 e com o qual é possivel comparar quantitativamente a forca da mistura

sistema-mucina em relacéo ao sistema isolado:

AG (G

relativo — ,
G

mistura _G,s )
G (Eq. 2)

S

AG

S

em que AG’ é o sinergismo reolégico, dado pela diferenca do mdédulo elastico da
mistura (G’ miswra) € 0 MAdulo elastico do sistema (G’s). Com essa relacdo, pode ser
consideradas quantas vezes a mistura da formulagdo com a mucina é mais forte ou mais
fraca que a formulag&o sozinha.

Entretanto, AG’ tem a desvantagem de ter um limite negativo até -1,

relativo
enquanto que os valores positivos vdo até o infinito. Por isso, a magnitude dos valores
positivos ndo pode ser comparada com 0s negativos. E proposto entdo um novo

parametro relativo, chamado relacéo logaritmica do médulo elastico (logG”), dado pelo
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logaritmo da divisdo do modulo elastico da mistura (G_..) pelo mddulo elastico do

mis

sistema (G’s), indicado na Equacéo 3.

s

4 G mis
logG'=log = (Eq. 3)

S

O uso desse parametro oferece a vantagem dos valores positivos e negativos
terem a mesma magnitude e poderem ser comparados. Por exemplo, o valor 1 significa
que 0 G” da mistura é 10 vezes maior que do sistema isolado. Esta relacdo pode ser feita

desde que ndo atinja valores na escala negativa (HAGERSTROM, 2003).

2.6.Sistemas de liberacgéo estabilizados com tensoativos

Moléculas de tensoativos podem se auto-agregar na presenca de dgua formando
uma rica variedade de estruturas. Quando sdo incorporados em misturas imisciveis de
6leo e agua, eles podem se localizar na interface 6leo/agua, resultando em diferentes
estruturas de escala macroscépica ou microscépica, como as MEs e CLs. A Figura 4 da
uma indicacao das possiveis estruturas que os tensoativos podem formar na presenca de
agua, Oleo, ou na combinacdo de ambos (LAWRENCE; REES, 2000). Esse fendmeno
comum de auto-organizacdo molecular para atingir a estabilidade termodinamica € a
base para a aplicacdo tecnoldgica dos tensoativos como potencial sistema de liberagdo

de farmacos.

A mistura de componentes de diferentes polaridades, com diferentes constantes
dielétricas, como 0leo e &gua, na presenca do tensoativo, agregam-se de tal forma a
possibilitar diferentes regides adicionais de solubilizacdo (KREILGAARD, 2002). Essa

propriedade possibilita compartimentalizar o farmaco, podendo direciona-lo para os
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sitios onde devera exercer o efeito farmacolédgico, além de poder controlar a velocidade
de liberacdo, sem alterar a estrutura quimica da molécula transportada, sendo
considerados, portanto sistemas reservatérios. Nestes tipos de sistemas, o farmaco
encontra-se separado do meio de dissolucdo através de um revestimento, uma
membrana, ou uma interface, devendo transpor essa barreira para ser liberado do meio.
As MEs e CLs sdo sistemas reservatdrios, nos quais a face interna constitui um
microambiente restrito, com propriedades particulares, podendo ligar ou associar

moléculas com diferentes polaridades (OLIVEIRA et al., 2004).

micela reversa

solido é

fase hexagonal
reversa

agua em dleo

fase cubica
reversa

¥ fase lamelar

déleo em agua

1/3<v/al<1/2

bi

fase hexagonal
normal

agua v/al<1/3

micela normal

Figura 4: Sequéncia teorica dos diferentes tipos de fases formadas dependendo do
parametro de empacotamento, dado pela geometria do tensoativo, teor de agua, e
outros fatores como temperatura, presenca de sais etc.

Fonte: LOPES, 2005.
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2.6.1.Diagrama de fases

Como a existéncia dos diferentes tipos de agregados € decorrente do
comportamento termodindmico exibido pelas diferentes combinagdes dos componentes
do sistema, pode ser utilizado um diagrama ternario para avaliar o comportamento de
fases de sistemas dessa natureza. Eles sdo constituidos na forma de tridngulos
equilateros, onde os lados sdo usados como eixos, correspondendo aos constituintes.
Geralmente, a proporcdo de cada componente é representada como porcentagem de
peso total da formulacdo, e assim, cada vértice corresponde a 100% do componente

indicado.

No interior do triangulo, o comportamento termodindmico € descrito
delimitando-se as regibes em que ocorrem MEs, CLs, emulsdo ou separacdo de fases.
Tais diagramas possibilitam a visualizagcdo simultanea entre a quantidade relativa dos
constituintes e o decorrente comportamento fisico-quimico do sistema obtido. Desta
forma, os diagramas sdo como ferramentas capazes de identificar as regibes em que
ocorrem as MEs e CLs e, através deles os pesquisadores podem escolher sistemas com

viscosidade e caracteristicas apropriadas aos seus propdsitos (OLIVEIRA et al., 2004).

2.6.2.MicroemulsGes e Cristais Liquidos

As MEs sédo definidas como sistemas transparentes, caracterizados pela mistura
de Oleo, 4agua, tensoativo e co-tensoativo, formando um sistema isotrépico,
termodinamicamente estavel e que se forma espontaneamente. Sdo geralmente
caracterizados como agregados esféricos com didmetro muito pequeno, na faixa de 5
nm a 140 nm, enquanto que o didmetro das goticulas de uma emulsdo estavel é da

ordem de 0,1 um a 100 um. As MEs sdo classificadas como sistemas coloidais com
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didametro de particula menor que ¥ do comprimento de onda da luz incidente e,
portanto, ndo espalham luz. Este fato explica porque as MEs sdo sistemas opticamente
transparentes. As MEs diferem das emulsdes comuns ndo s6 por serem transparentes,
mas essencialmente pela estabilidade termodinamica. A utilizagdo de co-tensoativos em
MEs ndo é obrigatdria, e sistemas microemulsionados formados na sua auséncia tém
sido descritos na literatura (AULTON, 2005; LAWRENCE; REES, 2000). Dados da
literatura sugerem que microemulsdes A/O possam ser usadas para aumentar
significativamente a absorcdo de moléculas hidrossoliveis (OLIVEIRA et al., 2004).

Os CLs sdo sistemas cujas caracteristicas fisicas os posicionam entre solidos e
fundidos, com parcial ordem/desordem das espécies atdmicas. Por esse motivo, sao
também chamados de mesofases (HYDE, 2001). Podem ser consideradas estruturas
ordenadas com arranjo molecular caracterizado por regifes hidrofébicas e hidrofilicas
alternadas. Conforme altera a concentragdo de tensoativo, diferentes formas liquido-
cristalinas podem ser formadas, como lamelares, hexagonais e cubicas. Materiais que
formam CLs pela adicdo de solventes sdo chamados CLs liotrépicos, enquanto CLs
termotrépicos tém sua estrutura dependente da temperatura. A fase lamelar é formada
por camadas paralelas e planares de bicamadas de tensoativo separadas por camadas de
solvente, formando uma rede unidimensional. Ja na fase hexagonal, os agregados sdo
formados pelo arranjo de cilindros longos formando estruturas bidimensionais. Nos
sistemas de fase cubica, as moléculas estdo arranjadas numa estrutura tridimensional, a
qual consiste de duas redes congruentes de canais de agua envolvidos por bicamadas
lipidicas ou de tensoativo (FORMARIZ et al., 2005, URBAN, 2004). Vérios autores
reportam que estruturas liquido cristalinas apresentam baixas velocidades de liberacdo
de farmacos, ja que os CLs possuem microestruturas altamente organizadas e alta

viscosidade (MUELLER-GOYMANN; HAMENN, 1993; TROTTA et al., 1995).
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Para entender a formacédo destas estruturas, deve-se levar em consideracdo a
composicao do sistema, presenca de sais, 6leos e co-tensoativos, temperatura e estrutura
do tensoativo. Para formagdo de lamelas, os tensoativos normalmente tém a forma
cilindrica, e para formacdo da fase hexagonal e micelar, ele ocupa a area de um cone.
Para entender qual tipo de estrutura do tensoativo é preferida para formar determinado
sistema, pode ser considerado o parametro de empacotamento critico (PEC), definido
como PEC=v/a.l, em que v € volume da cadeia hidrofobica, a é area da cabeca polar e |
0 comprimento da cadeia hidrofobica. Como pode ser visto na Figura 4, ha uma
correlacdo direta entre os valores de PEC e o tipo de agregado formado (MALMSTEN,

1999).

Na literatura sdo reportadas inlmeras maneiras de se aplicar estes sistemas na
liberacdo de farmacos, mas em particular, para a via nasal, ndo ha muitos relatos. Como
exemplos, podem ser citados o0s estudos que utilizam a via nasal como rota para atingir
0 sistema nervoso central, como MEs compostas de polioxietileno-35-ricinoleato como
tensoativo e polisorbato 80 como co-tensoativo para liberacdo do clonazepam (VYAS et
al., 2006a), e compostas pelo tensoativo glicerideo macrogol caprilocaproil, mistura de
dietilenoglicol éter monoetilico como fase oleosa e polietilenoglicol como co-tensoativo
para liberacdo do sumatriptam (VYAS et al., 2006b). Foi encontrado também ME
composta por Tween 80 como tensoativo e pela mistura de propilenoglicol e etanol

como co-tensoativos para rapida liberacdo nasal do diazepam (LI; NANDI; KIM, 2002).
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2.6.3.Caracterizacdo fisico quimica

Para identificar as fases ou investigar as suas microestruturas, deve-se garantir
primeiramente que elas estejam quimicamente estaveis, em equilibrio (MALMSTEN,

1999).
2.6.3.1.Microscopia de Luz Polarizada

A microscopia de luz polarizada (MLP) permite estudar estruturas anisotropicas
e birrefringentes. O microscépio de luz polarizada € um microscopio comum, onde
junto ao condensador se coloca um polarizador, que orienta as ondas luminosas
provenientes da fonte de luz em uma s6 direcdo, em um s plano. As alteracdes que
uma substancia birrefringente provoca na diregdo da propagacdo da luz, em um
equipamento desse tipo, sdo feitas gracas ao analisador, um segundo sistema de
polarizacdo, junto a ocular. O maximo de luz é obtido quando o polarizador e analisador
estdo com eixos em paralelo e, ao contrario, a luz extingue quando sdo perpendiculares

(ABRAMOWITZ et al., 2005).

Alguns CLs exibem estruturas anisotropicas, e com isso sdo obtidas imagens
caracteristica do tipo de fase formada. Por exemplo, a fase lamelar pode ser identificada
através da visualizacdo das “cruzes de malta” e a fase hexagonal através da presenca de
estrias ou estruturas parecidas com fibras. Ja as estruturas isotrépicas como as MEs e as
fases cubicas, por ndo desviarem a propagacdo da luz polarizada, séo visualizadas como

campo escuro.

2.6.3.2.Reologia

Na década de 1990 houve aumento no interesse em estudos reoldgicos de CLs

liotropicos devido a semelhanca desses sistemas coloidais com sistemas em organismos
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vivos. Além disso, dependendo da concentracdo do solvente (dgua ou solugcfes aquosas)
e da polaridade do solvatado, os CLs podem submeter-se a varias transformacdes e
modificacbes estruturais (MAKAI et al., 2003). Essa resposta reoldgica durante o
processo esta diretamente relacionada com as mudancas na microestrutura, a qual pode
contribuir significativamente para beneficios funcionais. A reologia ajuda a estabelecer
um entendimento tedrico das relacBes entre as propriedades viscoelasticas e as

microestruturas do sistema (SIDDIG; RADIMAN; MUNIANDY, 2006).

A correlagdo entre tenséo de cisalhamento e taxa de cisalhamento que define o
comportamento de fluxo de um liquido é mostrada graficamente em diagramas
chamados de curvas de fluxo. Os diferentes tipos de curva de fluxo tém seus
correspondentes tipos de curva de viscosidade. As curvas de fluxo representam duas
partes do experimento, a curva ascendente que indica 0 aumento da taxa de
cisalhamento, e a curva descendente, quando a taxa de cisalhamento é reduzida

continuamente (SCHRAMM, 2006).

A curva ascendente representa o comportamento do fluxo, que pode ser
comportamento de fluxo newtoniano, pseudoplastico, plastico e dilatante. O fluxo
newtoniano é representado por uma reta, e a razdo de todos os pares de valores de
tensdo e taxa de cisalhamento pertencentes a essa reta é constante. 1sso significa que a
viscosidade néo ¢ afetada por mudancas na taxa de cisalhamento, ja que ela é a tangente
do angulo a. O fluxo é pseudoplastico quando sofre diminuicdo de viscosidade quando
a taxa de cisalhamento aumenta. Esse aumento favorece a reorientacdo das particulas
rigidas na direcdo do fluxo, e as intera¢des intermoleculares que causam resisténcia ao
fluxo tornam-se menores, provocando o afinamento do fluxo, conhecido por shear

thinning. O fluxo plastico é descrito como os liquidos pseudoplésticos, mas com limite
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de escoamento, e na curva intercepta a ordenada ndo na origem, mas no ponto critico
(yield point). O comportamento de fluxo dilatante é caracterizado pelo aumento da

viscosidade quando a taxa de cisalhamento aumenta (SCHRAMM, 2006).

A partir da curva descendente obtemos informacBes quanto a tixotropia do
sistema. Um liquido tixotropico é definido pelo seu potencial de ter uma estrutura
reversivel, sempre que a amostra for mantida em repouso, e essa mudanca deve ser
reprodutivel diversas vezes. A reconstrucdo pode ser tempo independente quando as
curvas de ida e de volta se sobreporem, indicando que o sistema reverte rapidamente
para sua estrutura original. Serd tempo dependente quando a viscosidade retorna a
aumentar mais lentamente do que diminuiu inicialmente com o shear thining, e entre as
duas curvas forma uma area de histerese, que define a magnitude da tixotropia. Essa
area indica a energia necessaria para quebrar a estrutura tixotrépica. Graficamente, a

histerese da curva de fluxo gira no sentido horario (SCHRAMM, 2006).

2.6.3.3.Espalhamento de raios X a baixo angulo

A utilizacdo da técnica de Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) na
caracterizacdo de sistemas é explicada pela possibilidade de se determinar o tamanho
médio e a distancia entre os objetos espalhadores, como goticulas, micelas ou estruturas
cristalinas. Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos espalhadores

mesmo que eles ndo estejam organizados de forma ordenada.

Ao irradiar uma amostra bifasica numa plaqueta relativamente fina, com um
feixe de luz monocromatico (luz visivel, raios-x, néutrons, elétrons), observa-se o
espalhamento da radiacdo na vizinhanca angular proxima a do feixe transmitido. O

espalhamento de raios X deve-se as heterogeneidades na densidade eletronica das
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estruturas do sistema. Considerando uma particula de tamanho e forma qualquer, a
intensidade espalhada 1(q) é proporcional ao fator de forma P(q) desta particula, em que

q é o vetor de espalhamento (NIELSEN et al., 1993).

E possivel observar diferentes regides na curva de intensidade do feixe
espalhado em funcdo do vetor de espalhamento g, as quais sdo exploradas na técnica de
SAXS, como a regido de Porod para altos valores de g, e para valores em baixos limites
de g tem-se a regido de Guinier. Nessas regides é onde ocorre o espalhamento de raios-
X a baixo angulo, que fornece informacdes a respeito da morfologia e mecanismos de

agregacao estrutural (CHIAVACCI, 1996).

Num sistema diluido, em que as particulas sdo isoladas uma das outras e ndo
interagem entre si, a intensidade espalhada é descrita unicamente pelo fator de forma
P(g) (GUINIER, 1964). Sistemas formados pela associa¢éo de agua, 6leo, estabilizados
com quantidades de tensoativo abaixo da concentracdo micelar critica (CMC) requerida,
a intensidade obtida pelo SAXS pode ser similar a observada em particulas diluidas ou
monodispersas. A intensidade resultante € a soma das contribuicdes de cada particula,

de modo que, para n particulas distribuidas ao acaso tém-se:
1(q) < D P, (a) (Eq. 4)
n

Em um sistema concentrado, as particulas espalhadoras sdo numerosas e
interagem entre si, e 0 espalhamento medido refletira sua geometria e arranjo. Sistemas
cuja concentracao de tensoativo é superior a CMC, as interagdes entre as moléculas de
tensoativo comegcam a ocorrer em diferentes graus de organizacdo. O padrdo de
espalhamento podera entdo ser similar ao observado em particulas dispersas numa

matriz homogénea (FORMARIZ et al., 2007). Para N particulas idénticas, distribuidas
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ao acaso, a intensidade espalhada € descrita pela Equacdo 5, em que S(q) € o fator de

estrutura do conjunto:

1(q) = N.R,-S (Eq. 5)

Entretanto S¢,) pode assumir formas muito variadas, de acordo com o arranjo das
entidades espalhadoras, e sera dificil separar as contribuicdes de P e S). De modo
geral, quando a curva de espalhamento apresenta um maximo de espalhamento a baixos
angulos, pode relaciona-la com a presenca de correlacGes entre as posicdes dos centros
espalhadores. Pode-se deduzir uma distancia média d, entre duas goticulas ou planos
vizinhos, a partir do valor da posi¢cdo do vetor de espalhamento quando a intensidade é

maxima (qmax), €mpregando a relacéo:

2z

qmax

d (Eq. 6)

Em sistemas como micelas e MEs, as curvas de SAXS apresentam uma banda
ou pico amplo, associado com a baixa correlacdo espacial 3D (BEAUCAGE et al.,
1995). Para estes casos, é proposto um modelo de intensidade de espalhamento

produzido por particulas esféricas e densas:

. 21 P
R’ erf qu
1(q) = G exp| ——2 |+ B- L *g
(@) = Gexp| —— : @ .,

sendo G a intensidade para q tendendo a zero relacionada a Lei de Guinier, B é a
constante de Porod, uma constante especifica ao tipo de lei de poténcia descrita por

Porod e o0 expoente P, conhecido como expoente de Porod é associado a morfologia da
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superficie das particulas (por exemplo, no caso de particulas de superficie lisa P = 4) e
S(q) é o fator de estrutura. Com esse modelo é possivel determinar parametros
estruturais como o raio de giro (Ry) e a distdncia média d entre as goticulas. No caso de
sistemas em que existe correlacdo entre goticulas esféricas, o fator de estrutura pode ser

descrito pela seguinte equacéo:

1
sen(qd) —qd cos(qd) (Eq. 8)
(ad),

S(a) =

1+Kk|3

k é o fator de compactacdo, relacionado ao grau de empacotamento das

goticulas. Quanto maior o valor de k, mais préximas as goticulas estéo,

Ja sistemas cristalinos randomicamente orientados podem também se agregar
formando dominios exibindo estruturas uni, bi e tridimensionais. A intensidade 1(q)
produzida exibe forma maxima (ou picos de Bragg) para valores especificos do vetor de
espalhamento g. Se a curva de espalhamento contiver varios picos, suas posi¢es no
eixo q revelam o tipo de estrutura cristalina, e permite calcular pardmetros estruturais

(KLUG, 1954).

A estrutura hexagonal, lamelar e cubica de cristais liquidos liotropicos pode ser
aferida de acordo com a posicao dos picos de difragdo no eixo do vetor de espalhamento
g. Para estruturas lamelares, a posicao relativa dos picos (em relacdo ao primeiro pico

mais intenso) deve obedecer a relagdo 1+2+3..., enquanto que, para estruturas

hexagonais a relacdo esperada é 1++/3+2++/7 ... (HOLMQVIST; ALEXANDRIDIS;

LINDMAN, 1997).
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O paréametro espacial d da Equacdo 6 para estruturas lamelares mede a distancia
entre duas lamelas adjacentes, e para estruturas hexagonais mede a distancia entre o

centro de dois cilindros (Figura 5).

Figura 5: Representacdo esquematica da auto-organizacao de tensoativos em estruturas
lamelares e hexagonais (HOLMQVIST; ALEXANDRIDIS; LINDMAN, 1997).

A partir do espacamento estrutural entre lamelas e cilindros, é possivel calcular a

espessura do dominio apolar das lamelas o e raio do cilindro Ry, caso seja um sistema

hexagonal normal (H,).

o= 1{D (Eq. 9)

Ru = id

T @ (Eq. 10)

em que f é o volume da fracdo apolar dos componentes do sistema agua — 6leo —

tensoativo.
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O espaco entre o centro de duas lamelas ou dois cilindros é chamado de

parametro de rede a. Para estruturas lamelares, pode ser calculado segundo a equagao:

27
a=——

O imax (B 1D

Em que n é o periodo lamelar. Para mesofases hexagonais, a partir da medida do

vetor de espalhamento ¢, o célculo se da pela seguinte equacgéo:

B 4 1
a= q Xﬁ (Eq. 12)

2.6.4.Componentes

Embora muitas microemulsfes tenham sido descritas na literatura, um grande
desafio para o pesquisador farmacéutico € predizer quais os Oleos e tensoativos mais
adequados para uma determinada aplicacéo, levando em conta sua aceitabilidade e o seu

potencial tdxico.

Os tensoativos ndo ionicos sdo o0s mais aplicados no desenvolvimento de
sistemas de liberagdo de farmacos, pois sua concentracdo micelar critica é geralmente
muito menor que dos tensoativos ionicamente carregados, e por isso Sdo menos irritante

e mais tolerados (MALMSTEN, 1999).

Os tensoativos empregados neste trabalho foram do tipo alcool graxo etoxilado e
propoxilado, cuja férmula geral esta na Figura 6. O radical R representa a cadeia graxa
tipo alcool graxo que se liga as unidades de OE (Y) e OP (X). Os alcodis graxos
utilizados foram o alcool laurilico e alcool cetilico. Os tensoativos testados foram o

alcool laurilico etoxilado 6 OE e propoxilado 3 OP (AL63, X=3, Y=6), alcool laurilico
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etoxilado 3 OE e propoxilado 6 OP (AL36, X=6, Y=3), alcool laurilico etoxilado 4 OE
e propoxilado 5 OP (AL45, X=5, Y=4) e alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado

5 OP (AC205, X=5, Y=20).

CH,
0 OH
R 0
X Y
MMH dlcool laurilico

N TN N T TN ™ a  aleool cetilico

o]
J—/_/ acido oléico \_\_\_<
2H

Figura 6: Férmula estrutural de tensoativos tipo alcool graxo OE OP, alcodis laurilico e
cetilico e acido oléico.

O AC205, cujo INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredient) é
PPG-5-CETETH-20 e nome comercial é Procetyl AWS®, apresenta-se como liquido
incolor, odor leve caracteristico, EHL=16, pH (sol. aquosa 3%, 25°C) = 5,5-7,5,
densidade relativa = 1,050 e completamente soltvel em agua e etanol. N&o é irritante

para pele e DLs (oral, ratos) de 3050 mg.kg™ (CRODA, 2002).

O é&cido oléico € um dleo liquido incolor, insoldvel em &gua, obtido pela
hidrélise de 6leos vegetal e animal, e com densidade relativa = 0,895. Na presenca de
ar, oxida-se e adquire coloracdo amarela e odor rancoso (MERCK, 1996). E conhecido
como agente de permeacdo (MARTINDALE, 2007), e ja foi utilizado com esta
finalidade em sistemas de liberacdo transdérmica do AZT incorporado em gel de

hidroxipropilmetilcelulose (NARISHETTYY; PANCHAGNULA, 2004a).
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3.0BJETIVO

Desenvolver um sistema coloidal para administragéo intranasal do AZT, a fim
de diminuir seus problemas relacionados a toxicidade e a baixa meia vida. Para isso,
foram desenvolvidos e caracterizados sistemas estabilizados com tensoativos tipo alcool
graxo etoxilado e propoxilado, &cido oléico como fase oleosa e agua, visando obter um
sistema que, ao absorver fluidos fisiologicos na cavidade nasal, se converta numa

mesofase liquido cristalina de alta viscosidade, promovendo maior mucoades&o.

Objetivos especificos

e Construcao dos diagramas de fases;

e Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas de interesse;

e Ensaios de incorporacao e quantificacdo do AZT nas formulacdes;
e Analises da mucoadesao;

e Desenvolvimento de metodologia analitica para determinacdo do AZT por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Determinacédo do perfil de liberacdo do farmaco in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

Matérias Primas
e Acetonitrila, J.T. Baker, HPLC;
e Acido oléico, Synth, Brasil;
e Agua deionizada Milli Q;
e Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP, Procetyl®, Croda;
e Alcool laurilico etoxilado 3 OE e propoxilado 6 OP, Alkomol 306, Oxyteno;
e Alcool laurilico etoxilado 4 OE e propoxilado 5 OP, Alkomol 405, Oxyteno;
e Alcool laurilico etoxilado 6 OE e propoxilado 3 OP, Alkomol 603, Oxyteno;
e Cloreto de sodio, cloreto de potéssio, cloreto de célcio dihidratado;
e Metanol, Synth, Brasil;
e Mucina tipo Il crua de estbmago suino, Sigma-Aldrich;

e Zidovudina, Fundacédo para o Remédio Popular, FURP.

Equipamentos

e Analisador de imagem Leica;

e Analisador de textura TAXTplus, Stable Micro System® localizado no
Laboratério Central Analitico da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP;

e Balanca digital Ohaus;

e Banho de ultrasom, Branson, modelo 1210;

e Bomba a vécuo, Tecnal — TE — 058;
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e Centrifuga Sorval, modelo TC 6 Du Pont;

e Cubetas de quartzo para espectrofotometria, capacidade 5 mL, caminho Optico
de 1 cm — Spectrocell;

e Espectrofotometro de UV-VIS, Hewlett Packard 8453, com HP UV-Visible
ChemStation Software;

e Estacdo de dissolucdo Dissolution SRO plus, Hanson Research, Chatsworth,
USA;

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

e Fita adesiva dupla face;

e Homogeinizador de tubos, modelo AP22, Phoenix;

e HPLC Varian, modulo de distribuicdo de solvente ProStar/Dynamax® 210/215,
detector espectrofotométrico ProStar® 330 UV-VIS PDA e Rheodine® VS 7125,
valvula de injecdo com um loop de 100pL, coluna RP-18 (Varian® - Chromsep®)
250 mm x 4.6mm |.D. 5um tamanho de particula

e Membrana de dialise de acetato de celulose 12 kDa cutt-off;

e Micro pipeta de 100 e 1000 mL Pipetman, Gilson;

e Microscopio Leitz DMRXE;

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

o Peleteira Pellet Press, Parr Instrument Company, Moline, IL, USA,

e Pipeta de Pasteur;

e Pipetador automatico Gilson capacidade 10 — 1000 uL;

e Pipetas graduadas 1,0 a 10 mL;

e Provetas 500 e 1000 mL;
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e Redmetro, Carri Med, modelo CSL100, instalado no departamento de Fisico-
Quimica, Instituto de Quimica — UNESP — Araraquara;
e Seringas 5 mL;

e Sistema de purificacdo de agua Millipore, Milli-Q Plus;

4.2. METODOS

4.2.1.Construcdo dos diagramas de fases e escolha do tensoativo

Foi construido o diagrama de fases ternario através da titulacdo com &gua
utilizando o &cido oléico como fase oleosa e alcodis graxos etoxilado e propoxilado
como tensoativos.

As alteracOes ocorridas nos sistemas a cada aliquota de agua adicionada foram
analisadas visualmente. Calculou-se a porcentagem de cada componente apds esse
acréscimo de agua, obtendo-se pontos os quais delimitaram as diferentes regides
existentes no diagrama.

Os tensoativos testados foram:

e Alcool laurilico etoxilado 4 OE e propoxilado 5 OP (AL45)
e Alcool laurilico etoxilado 3 OE e propoxilado 6 OP (AL36)
e Alcool laurilico etoxilado 6 OE e propoxilado 3 OP (AL63)

e Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (AC205)
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4.2.2.Caracterizacao fisico quimica e estrutural das formulacgdes.

Foram analisados dois conjuntos de formulagfes no diagrama do tensoativo
AC205 para caracterizacdo do comportamento de fases conforme se muda a razdo agua/
6leo e agua/ tensoativo.

No primeiro grupo, a porcentagem de tensoativo foi fixada em 55% e variou-se a
razdo agua/ 6leo (Tabela 3). Na segundo, manteve-se fixa a porcentagem de fase oleosa

em 15% e variou-se a razao agua/ tensoativo (Tabela 4).

Tabela 2: FormulagBes em que a proporcdo de tensoativo é fixa, e as proporcoes de
6leo e agua variam.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

% 4acido oléico 35 30 25 20 15 10 5
% AC205 55 55 55 55 55 55 55
% agua 10 15 20 25 30 35 40

Tabela 3: Formulagbes em que a proporcdo de Oleo é fixa, e as proporcdes de
tensoativo e agua variam.

F8 F9 F10 F11

% acido oléico 15 15 15 15
% AC205 70 65 60 50
% agua 15 20 25 35

4.2.2.1.Microscopia de luz polarizada

As amostras foram colocadas sobre lamina de vidro, cobertas com laminula e

analisadas em microscopio (Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena) sob luz polarizada.
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4.2.2.2.Espalhamento de raios-X a bhaixo anqulo (SAXS)

O arranjo estrutural das mesofases e das MEs foi analisado a partir de medidas
de SAXS a temperatura ambiente. Os dados foram coletados em uma estacdo de
medidas do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas na estagdo
D11A, equipada com um monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda de
1,608 A. A intensidade de espalhamento 1(q) foi expressa em unidades arbitrarias, e o
espalhamento do parasita (espalhamento de particulas existentes no sistema sem

amostra) foi subtraido da intensidade total da amostra.

4.2.3.Avaliacéo da incorporacao do AZT nos sistemas

4.2.3.1.Desenvolvimento de metodologia analitica para determinacdo de

AZT por espectroscopia UV.

e Curva de calibracdo: foi conduzida segundo as condigdes preconizadas na
Farmacopéia Americana (USP XXVI) — solvente: metanol, solucdo estoque de
AZT em metanol 1 mg/mL, comprimento de onda 265 nm. A partir da solucéo
estoque prepararam-se solucfes padrdes na faixa de concentracéo de 1,0 a 40,0
ug.mL™?, e as leituras das absorbancias foram realizadas no espectrofotdmetro

HP 8453.

e Linearidade: confirmada através do coeficiente de determinacéo (r?) obtido a
partir da regresséo linear.

e Especificidade: avaliada através da obtencdo dos espectros de absorcdo da
formulacdo F3 sem AZT em metanol, da solugdo de AZT na concentracdo de 20
ug.mL?, e da formulagdo F3 com AZT incorporado na mesma concentragao

diluida em metanol.
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Precisdo e exatidado: testados pelas leituras da absorbancia das solu¢fes padrdes
em triplicata, nas concentra¢des de 5, 15 e 30 pg.mL™, correspondendo a
concentracdes baixa, média e alta, dentro da faixa de concentracdo da curva de
calibragdo. A precisdo foi expressa pelo coeficiente de variagdo (CV) e a
exatiddo pela porcentagem de recuperacdo. As amostras utilizadas para o teste
de exatiddo foram as mesmas usadas para o teste de preciséo.

Limite de Deteccdo (LD) e Limites de Quantificacdo (LQ): foram
determinados obtendo-se as leituras das absorbancias das solucdes padrbes nas
concentracdes de 1,0, 1,3 ¢ 2,5 pg.mL™, as quais correspondem as concentragoes
mais baixas dentro da faixa de concentracao utilizada na construcdo da curva de
calibracdo. Através das absorbancias obtidas, com a equacao da reta calcularam-
se as correspondentes concentracdes. Estes valores foram substituidos nas

equacdes para o célculo de LQ e LD.

4.2.3.2.Determinacdo da incorporacdo do AZT nos sistemas selecionados e

nos seus diferentes componentes.

A incorporagdo de AZT nas formulagbes F1, F2 e F3, e em cada componente —

acido oléico, AC205 e agua, foram determinadas adicionando em 3 g de cada amostra

um excesso de farmaco. Elas foram lacradas, protegidas da luz e submetidas a agitacao

constante sob temperatura controlada a 25 °C, por 48 h. Finalizada a agitacdo, as

formulacGes foram centrifugadas (centrifuga Du Pont — Sorvall TC 6) a 3800 rpm por

20 min. O sobrenadante foi adequadamente diluido em metanol para quantificacdo por

espectrofotometria em comprimento de onda 265 nm. Os valores de concentracdo de

AZT foram calculados através da equacdo da reta, a partir dos valores de absorbancia

obtidos
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Para a formulacdo F4, devido a sua alta viscosidade, ndo foi possivel a agitacdo
e nem a centrifugacéo, e a determinacdo da sua incorporacdo do AZT foi modificada. A
3 g de formulagdo, acrescentou-se concentracdes crescentes de AZT (30 a 50 mg.g™),
em triplicata. Ap6s uma semana em repouso sob temperatura controlada (25 °C), cada
amostra representando uma concentra¢do foi visualizada no microscépio (Jenamed 2,
Carl Zeiss, Jena) para a observacdo da presenca ou auséncia de cristais insolGveis de
AZT. A concentracdo méxima em que foi possivel solubilizar o AZT em F4 foi
confirmada pelos valores de absorbancia obtidos.

A comparacdo entre as quantificacGes foi analisada pela ferramenta estatistica

Anadlise de Variancia (ANOVA) fator unico.

4.2.3.3.Efeito da incorporacdo do AZT na evolugdo estrutural das
formulacgdes

As formulaces F1, F2, F3 e F4 foram incorporadas com 40 mg.g” de AZT e

caracterizadas por MLP, SAXS e ensaio de escoamento. As formulagdes carregadas

com o farmaco foram nomeadas como F1A, F2A, F3A e F4A.

O ensaio de escoamento foi realizado variando a velocidade de cisalhamento de O
a 500 s™ . O redmetro utilizado foi Carrimed CSL 100. As formulacdes foram testadas a
temperatura controlada de 25 °C + 5 °C. Cada amostra foi cuidadosamente aplicada a
placa inferior ou dentro do estator do rebmetro, assegurando o minimo cisalhamento e
permitindo um tempo de repouso (relaxamento da tensao induzida antes da analise) de 5

minutos antes de cada determinacao.
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4.2.4.Avaliagédo da mucoadeséo

4.2.4.1.Efeito da agua na estrutura das formulaces
Nas formulagOes F1, F2, F3, F4 e F1A, F2A, F3A, F4A foi acrescentado 5, 10, 30,
50 e 100% de agua em relacdo a massa inicial. As amostras representativas de cada
porcentagem de agua adicionada foram caracterizadas por MLP e reologia oscilatéria.
A andlise oscilatdria foi realizada nas temperaturas de 25 e a 32 °C, para simular
a temperatura nasal (CALLENS et al., 2003), utilizando um redmetro Carrimed CSL
100 (TA Instruments) no modo oscilatério, com geometria de placas paralelas de 2,0 cm
de diametro, separadas por uma distancia fixa de 0,2 mm. O teste de oscilagéo realizado
foi o de varredura de freqiéncia. As formulagdes foram estudadas com solicitagcdes
oscilatérias para determinar a evolucdo dos modulos de armazenagem (G’) e de perda
(G™) em funcdo da frequéncia (0,01 Hz a 30 Hz) a uma tensdo de amplitude oscilatéria
fixa (1,00 Pa) obtida a partir da regido viscoelastica linear. As amostras foram
cuidadosamente aplicadas a placa inferior, assegurando o minimo cisalhamento e

permitindo um tempo de repouso de 2 minutos antes de cada determinacao.

4.2.4.2. Efeito dos componentes do muco na estrutura das formulagoes.

Nas formulagbes F1A, F2A, F3A, FAA foi acrescentado 30, 50 e 100% de fluido
nasal simulado (FNS) em relagdo a massa inicial. Amostras representativas de cada
porcentagem adicionada foram analisadas através da MLP, SAXS, reologia oscilatéria e
forca de mucoadesdo. Todos estes ensaios foram realizados a 32 °C para simular a

temperatura nasal.
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A composicdo da dispersédo de mucina foi: 8 % (p/v) mucina (Mucina tipo Il
crua de estdmago suino, Sigma-Aldrich) em FNS (pH 5,7) composto por 7,45 mg.mL™
NaCl, 1,29 mg.mL™ KCl e 0,32 mg.mL™ CaCl,2H,0 (MELON, 1968 apud CALLENS

et al., 2003).

4.2.3.2.1.Avaliacio da forca mucoadesiva

A forca mucoadesiva das formulacdes foi avaliada através da medida da forca
necessaria para remover a formulacdo a partir de um disco de mucina, utilizando um
analisador de textura TAXT plus (Stable Micro Systems®) no modo Adesive Test
(Figura 7a). As analises foram realizadas no Laboratdrio Central Analitico da Faculdade

de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

Inicialmente, o disco de mucina foi preparado pela compressdo de mucina suina
crua (250 mg) umedecida com 50 pL de dispersdo de mucina 8% (p/p), utilizando uma
peleteira com didmetro de 123 mm. O disco obtido foi aderido com fita adesiva
horizontalmente em uma prova com mesmo didmetro (Figura 7b). Antes do teste, 0
disco de mucina foi hidratado pela submersdo em uma solugdo aquosa de mucina 8%
(p/p) por um tempo de 30 s. O excesso de liquido na superficie do disco foi removido
através de um papel absorvente macio. Apés atingir a temperatura de 32 °C em banho
maria, uma amostra da formulacdo, previamente acondicionada em frasco plastico
cilindrico e raso (4 cm de diametro e 1 cm altura), foi colocada abaixo da prova
analitica (Figura 7c), a qual foi entdo abaixada até que o disco de mucina entrasse em
contato com a superficie da amostra. Instantaneamente, uma forca para baixo de 0,1 N
foi aplicada por um tempo definido (30 s) para assegurar o contato intimo entre a

amostra e o disco de mucina. A prova foi entdo levantada com uma velocidade
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constante de 1,0 mm/s e a forca necessaria para remover o disco de mucina da
superficie da formulacdo foi determinada como o valor resultante da curva forca pelo
tempo (Figura 7d). Os ensaios foram repetidos sete vezes. As formulagdes submetidas a
este ensaio foram a F1, F2, F3 e F4. Para avaliar a forca de mucoadesao ap6s o contato
com FNS, foi adicionado nestas formulagdes 50 % de FNS (M1.50, M2.50, M3.50 e

M4.50).

(a) (b)
FOD, ?roc; () Forca de separacio
0,6000 /
05000
0,4000
(C) (d) 10,3000
0,2000
0,1000
0,0000:= : |h...u

T o 1
10,0 200 0|0 40,0 00

000 Time [sec)

-0,2000 ; :

I 1
Tempo de contato

Figura 7: Esquema do teste de avaliacdo da mucoadesdo. (a) Analisador de textura; (b)
Prova analitica com o disco de mucina aderido; (c) Localizacdo da formulagdo durante o
ensaio; (d) curva forca de adeséo versus tempo.
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4.2.5.Estudos de liberagédo do farmaco

Estudos de liberagdo in vitro dos sistemas desenvolvidos foram realizados
utilizando uma célula de Franz adaptada. Para quantificar o farmaco nesses estudos, foi
validado e desenvolvido um método de quantificacdo do AZT por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE).

4.2.5.1.Desenvolvimento de metodologia analitica para determinagdo do

AZT por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Condicbes Cromatograficas

O sistema de CLAE utilizado foi o Varian, composto por: mdédulo de
distribuicio de solvente ProStar/Dynamax® 210/215, detector espectrofotométrico
ProStar® 330 UV-VIS PDA (a 265nm) e Rheodine® VS 7125, vélvula de injecdo com

um loop de 100uL, coluna RP-18 (Varian® - Chromsep®) 250 mm x 4.6mm 1.D. 5um
tamanho de particula. A fase mével utilizada foi uma mistura de acetonitrila:dgua 15:85 (v/v)

com fluxo de 1,0 mL.min™.

Preparo das solugdes de trabalho
A soluco estoque foi preparada na concentragdo de 1,0 mg.mL™, em que 0 AZT
foi cuidadosamente pesado e dissolvido na fase mével. Esta solucdo foi diluida em agua

para obter solucdes de trabalho na faixa de concentracéo de 0,6 — 100,0 pg.mL™.
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Validagdo do método.

e Curva de calibracdo: foram injetadas as solugbes de trabalho em triplicata
contendo o AZT na faixa de concentracéo de 0,6 a 100,0 ug.mL™. As &reas sob
0s picos foram determinadas e plotadas versus a concentracdo do AZT.

e Linearidade: foi calculada a regressdo linear para as trés curvas de calibracdo
obtidas pelo método dos minimos quadrados. Para a linearidade ser aceita, 0
coeficiente de correlagdo (r) deve ser no minimo 0,99, e 0 CV da média tanto do
intercepto com o eixo y como da inclinacdo da equacgéo da regresséo linear das
trés curvas ndo devem ultrapassar 5% (ANVISA, 2003; ICH, 1996)

e Especificidade: foi demonstrada pela comparacdo do cromatograma de uma
amostra contendo concentracdo conhecida de AZT (solucdo de trabalho a 1,0
ng.mL™) com cromatograma de amostra contendo AZT e contaminada com
componentes da formulacdo (fluido receptor ap6s 1,0 h de ensaio de liberacéo de
F1A a 40 mg.g™).

e Seletividade: Para ser possivel selecionar o farmaco entre os componentes que
poderdo estar presentes no ensaio de liberacdo, foi comparado um cromatograma
de um resultado positivo (fluido receptor ap6s 1,0 h de ensaio de liberacdo de
F1A a 40 mg.g™) com um cromatograma de um resultado negativo (fluido
receptor apds 1,0 h de ensaio de liberacdo de F1 sem AZT)

e Precisdo e exatiddo: a precisdo intra dia foi analisada injetando-se solugdes de
trabalho em triplicada nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg.mL™,
correspondendo a concentragdes baixas, médias e altas da curva de calibracdo. A

precisdo inter dia foi analisada injetando-se amostras nas mesmas concentragdes
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em trés dias consecutivos. Foi calculado entdo o desvio padrdo (DP) e CV para
cada solucdo. O CV néo deve ser maior que 5% (ANVISA, 2003; ICH, 1996)

e LD e LQ: foram determinados a partir de curva de calibracdo, utilizando as
equacoes 13 e 14:
LD = 100/S (Eq. 13)
LQ =3.30/S (Eq. 14)
Em que o € o DP do intercepto com o eixo y das trés curvas de calibracdo e S é a

inclinacéo da reta obtida com a média das trés curvas de calibragéo.

4.2.5.2.Determinacéo do perfil de liberagéo in vitro

O perfil de liberacdo in vitro do AZT a partir dos sistemas de liberacdo
desenvolvidos foi determinado utilizando células de difusdo tipo Franz adaptada ao
equipamento Dissolution SRO (Figura 8). O equipamento foi utilizado para determinar
o perfil de AZT liberado das formulagdes F1A, F2A, F3A e F4A, comparando-as com
solucéo aquosa de AZT como controle (SA).

A célula apresenta uma tampa com trés aberturas, sendo uma para coleta da
amostra e reposicdo da solugéo receptora, outra (central) para a entrada do dispositivo
de agitacdo e a terceira para anexar a membrana, a qual é colocada em uma das
extremidades de um tubo de ensaio aberto (1,24 cm de didmetro) e presa com o auxilio
de um anel de borracha. O modelo de membrana utilizado foi de membrana de dialise
de acetato de celulose previamente hidratada (12000 cut off ) e a area de exposicdo

calculada foi de 1,21 cm?.
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Dispositivo
de agitacao

Abertura para \
coleta de

amostra ‘—,

€ reposicao J

= __» Anel de borracha

—» Formulagao

Membranaem

e contato com a
solucéo receptora

Figura 8: Esquema da célula de difusdo adaptada ao dissolutor.

A solucdo receptora utilizada foi a 4gua (15,0 mL) a 37 + 0.58 °C (USP, 2002).
Os experimentos foram conduzidos sob agitacdo constante a 200 rpm. As formulacGes
(0,5 g) contendo o AZT (40,0 mg.mL™) foram colocadas dentro da célula de difusdo,
sobre a membrana. O ensaio foi realizado sob condiges sink, utilizando-se um grande
volume de meio de dissolucdo, para a concentracdo do soluto ndo ultrapassar mais que
10-15% de sua solubilidade maxima. Em intervalos pré-determinados (1, 2, 3, 4,5, 6, 9,
12 e 24 horas), foram coletadas amostras da solucéo receptora (0,5mL) e analisadas por
CLAE; o0 mesmo volume foi reposto com solucéo receptora fresca. Cada formulagéo foi
analisada em triplicata. O mesmo procedimento foi realizado para o controle (AZT em
solucdo aquosa 5,0 mg.g™). Cada formulacdo foi analisada em triplicata. O AZT foi
quantificado por CLAE a 265 nm. Os valores da area sob a curva (ASC) obtidos foram
aplicados na equacdo da curva de calibragdo em agua, a fim de se obter as

concentracdes de AZT nas amostras.
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5.RESULTADOS

5.1.Selecéo do tensoativo

Foram construidos os diagramas de fases para os tensoativos tipo alcool graxo
OE OP (AL45, AL63, AL36 e AC205), a fim de se entender como esta classe de
tensoativos arranja-se em diferentes estruturas conforme se varia a propor¢do de acido
oléico e agua.

O diagrama obtido para o tensoativo AL45 esta na Figura 9, para o tensoativo
AL63 na Figura 10, e para o tensoativo AC205 na Figura 11. N&o foi possivel obter um
diagrama com o tensoativo AL36, pois sua mistura com &cido oléico e agua, em
qualquer proporcdo, ndo formou nenhum tipo de sistema homogéneo, ocorrendo apenas

separacao de fases.

AL45

Separacao

40
de fases

100

A 0 AO
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 9: Diagrama de fases. (AO) &cido oléico; (AL45) tensoativo; (A) agua. (ME)
Microemulséo.
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ALG63

Separacéo
de fases

80 20

10

100

7 7 7 7 7 7 7 0

A O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 AO

Figura 10: Diagrama de fases. (AO) &cido oléico; (AL63) tensoativo; (A) agua. (ME)
Microemulsdo; (CL) Cristal Liquido.

Com o tensoativo AL45 foi possivel formar sistemas homogéneos apenas em
concentracdes acima de 80 % de tensoativo. Como essa concentracdo € muito alta, pode
ser que estes sistemas sejam apenas uma diluicdo das moléculas da adgua e do 6leo no
tensoativo. Abaixo dessa concentracdo houve apenas separacdo de fases.

No diagrama do tensoativo AL63, a fase microemulsionada comega a ser
formada a partir de 30 % de tensoativo com porcentagens de adgua e de éleo abaixo de
45 % e 70 % respectivamente. Uma pequena regido isolada liquido cristalina foi
formada entre os intervalos de 0 a 18 % de 6leo, 55 a 80 % de agua e 20 a 40% de

tensoativo.
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AC205

Emulsdo Separacao
de fases

A o

Figura 11: Diagrama de fases. (AQO) &cido oléico; (AC205) tensoativo; (A) agua. (ME)
Microemulsdo; (CL) Cristal Liquido.

No diagrama do tensoativo AC205, a regido de ME formou-se em baixas
concentracbes de agua (abaixo de 35%), mas abrangendo quase todo o eixo do
tensoativo e do 6Oleo. A regido de CL se encontra em concentrac@es intermediarias de
agua e tensoativo (25 a 75% para ambos), e abaixo de 40% de 6leo. Em baixas
concentracdes de tensoativo, quando a concentracdo de agua é alta (acima de 70%)
formam-se sistemas emulsionados O/A, e quando a concentracdo de 6leo € alta, a baixa

concentracdo de tensoativo promove a separacao de fases.
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Analisando visualmente o comportamento de fases destes sistemas, pode ser
inferido que os tensoativos com maior nimero de unidades de OE apresentam faixas
mais amplas de sistemas estruturados e que ndo separam fases. O tensoativo com menor
namero de unidades de OE (AL36) nao formou nenhum tipo de estrutura. Foi observado
que quanto maior o numero de unidades de OE, maior a formacéo de cristais liquidos, e

quantidades menores de OE favorecem a formacao de estruturas micelares.

O diagrama obtido com o tensoativo AL45 ndo mostrou grande aplicabilidade
para 0 desenvolvimento de sistemas de liberagdo nanoestruturados, devido a pequena
regido microemulsionada obtida, com concentragdes altissimas de tensoativo. J& o
tensoativo AL63 se organizou em estruturas microemulsionadas numa ampla faixa do
diagrama, numa regido com concentragdes abaixo de 50 % de acido oléico com até 40
% de agua. Esse diagrama seria interessante no desenvolvimento de MEs com menores
concentracdes de tensoativo e acido oléico, ou de MEs que ndo se convertem em
estruturas mais organizadas com o aumento da fase aquosa, pois é visto no diagrama
que o aumento de agua faz a regido microemulsionada transitar para uma regido de
separacdo de fases. Esse comportamento € desejavel para sistemas de liberacao
imediata. Além disso, neste diagrama também se formou uma regido liquido cristalina
com altas porcentagens de agua (até 80 %), maiores que as porcentagens do diagrama
do tensoativo AC205. A exploragdo dessa regido seria interessante para sistemas
topicos, pois além da baixa concentracdo de tensoativo e 6leo, o que faz diminuir o
potencial toxico da formulacdo, os CLs oferecem melhores caracteristicas de
viscosidade para aplicacdo por esta via. Porém, para o objetivo proposto neste trabalho,
0 tensoativo AL63 ndo formou sistemas estabilizados e fluidos precursores de CLs.

No diagrama do tensoativo AC205 é observado as regibes microemulsionada,

emulsionada e liquido cristalina, assim como previamente descrito nos estudos de
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Urban (2004), Klein (2007) e Carvalho et al. (2008), e todas essas regides podem ser
exploradas de acordo com a aplicabilidade procurada para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo. A regido liquido cristalina pode ser adaptada para sistemas de
liberacdo prolongada, para sistemas tdpicos ou transdérmicos, a regido
microemulsionada pode ser adequada para promover o aumento da incorporagdo de
farmacos com problemas de solubilidade, ou como veiculo para formas farmacéuticas
per os, ocular e nasal.

O tensoativo escolhido para estudo neste trabalho foi o AC205, pois a regido de
ME pode ser precursora de CL com o aumento da fase aquosa. Este comportamento é
desejado para o sistema proposto no objetivo deste trabalho. O muco na cavidade nasal
poderd estruturar os sistemas escolhidos, resultando na transicdo destes em CLs,
formando uma matriz de liberacdo do farmaco na cavidade nasal, a qual podera resistir

por maior tempo aos mecanismos de depuragdo mucociliar.

5.2.Caracterizacdo Fisico-Quimica e estrutural das formulagdes

Na Figura 12 estdo representas as fotomicrografias obtidas através da
observacdo das amostras F1 a F11 sob a luz polarizada, logo apds o preparo. As
formulacGes localizadas na regido de ME (F1, F2, F3, F8) mostraram ser isotrdpicas, ou
seja, sob o plano de luz polarizada, ndo desviaram a luz. Os objetos presentes nessas
figuras s@o bolhas de ar. As formulagdes localizadas na regido de CL (F4, F5, F6, F9,
F10 e F11) desviam o plano de luz polarizada, resultando no aparecimento das “cruzes
de malta”, caracteristicas de estruturas de fase lamelar. A formulacdo F7 apresenta

“estrias”, caracteristica de fase hexagonal.
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F1. Cam_po escuro F2: Campo escuro F3: Campo escuro
Sistema isotrépico Sistema isotrépico Sistema isotrépico

'3

»

F4: “Cruzes de Malta” ~ F5: “Cruzes de Malta” F6: “Cruzes de Malta”
Sistema anisotrépico Sistema anisotropico Sistema anisotrépico

oot o ® ot g A
F8: Campo escuro F9: “Cruzes de Malta”
Sistema isotrépico Sistema anisotropico

“ '}’ g7 ¢ AT .
F10: “Cruzes de Malta” F11: “Cruzes de Malta”
Sistema anisotrépico Sistema anisotrépico

Figura 12: Fotomicrografias das amostras F1 a F11 obtidas por microscopia de luz
polarizada.
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Os dados obtidos por SAXS permitem confirmar a estrutura dos sistemas. A
Figura 13 mostra as curvas das intensidades de espalhamento em fungdo do vetor de
espalhamento g. Os valores de espalhamento Qmax, periodicidade lamelar e hexagonal
das formulages liquido cristalinas estdo descritos na Tabelas 4. As distancias d entre o0s
objetos espalhadores, parametro de rede a, raio do cilindro Ry ou espessura da lamela ¢

estdo na Tabela 5.
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Figura 13: Avaliacdo estrutural das amostras F1 a F11 por SAXS.
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Tabela 4: Valores de gmax (A) e razdo entre as

formulacdes F1 a F11.

disténcias interplanares para as

qmaxl qmax2 qmax3 di/d> di/ds
F1 0,11 - - - _
F2 0,11 - - - -
F3 0,09 - - i, )
F4 0,09 0,19 - 2 -
F5 0,13 0,25 - 2 -
F6 0,13 0,25 - 2 -
F7 0,13 0,23 - 2 -
F8 0,10 - - ; 3
F9 0,14 0,28 - 2 -
F10 0,09 0,18 - 2 i,
F11 0,08 0,16 0,24 2 3

Tabela 5: Parametros estruturais das formulacdes liquido cristalinas (F4, F5, F6, F7,

F9, F10 e F11).

Estrutura d (A) a (A o (A) Ry (A)
F4 La 66,1 66,0 13,2 -
F5 La 50,3 50,2 75 -
F6 La 50,0 50,0 5,0 :
F7 Hy 46,8 54,0 - 6.3
F9 La 44,6 44,6 6.7 ]
F10 La 68,6 68,6 10,3 -
F11 La 79,7 79,6 12,0 -
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No gréfico da Figura 13a, podem ser observados os picos alargados de F1, F2 e
F3 caracteristico de estruturas micelares, confirmada pela MLP que mostrou isotropia
para essas formulagdes. Quando a concentracdo de agua atinge 25% (F4), as moléculas
de tensoativo na curvatura interfacial &gua-Gleo passam a estabilizar o sistema em
mesofases lamelares. No gréfico de F4 na Figura 13b, ndo é mais observado picos
alargados, e sim picos bem definidos com grande intensidade de espalhamento,
caracteristicos de estruturas mais ordenadas. Os valores de q para as intensidades
méximas de espalhamento se ddo em 0,1 e 0,2 A™. Ela pode ser classificada como uma
mesofase lamelar devido a relacdo di/d,=2, confirmada pelas “cruzes de malta”
observadas na MLP. A mudanca de fase pode ser observada ja na curva de SAXS de F3,
devido ao estreitamento do pico e o aparecimento de um segundo pico mais alargado,
sugerindo uma maior estruturacdo do sistema em relacdo a F1 e F2.

As formulagBes F5 e F6 apresentam-se como mesofases lamelares devido a
relacdo d;/d,=2 (ver Tabela 4), e na MLP ser observado as “cruzes de malta”.

Quando a concentracao de agua atinge 40 % em F7, as moléculas de tensoativo
se organizam numa mesofase hexagonal, confirmada pela relagdo d:/d,=1,73 e pela
presenca de “estrias” nas fotomicrografias.

As formulacdes em que a concentracdo de dleo é fixa em 15 %, e a relagdo
agua/tensoativo é aumentada (F8, F9, F10, F11 - Tabela 3) serdo analisadas a seguir.

A formulacdo F8 apresentou um pico alargado e de baixa intensidade (Figura
13c), caracteristico de estruturas micelares, assim como F1, F2 e F3. A diminuicdo da
concentracdo de tensoativo para 65 % em F9 faz com que o tensoativo estabilize a
interface 6leo/dgua numa mesofase lamelar, confirmada pela relagcdo d;/d,=2 e pelas

“cruzes de malta” visualizadas na MLP. O mesmo ocorre para F10 e F11.
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5.3.Escolha dos sistemas a serem estudados

Para vencer as barreiras da absor¢do nasal, como a rapida depuracdo mucociliar,
é proposto um sistema precursor de CL. A transformacao de um sistema fluido em CL
in situ pode promover o contato prolongado entre a formulagéo e os locais de absor¢ao

na cavidade nasal, retardando a depuracdo mucociliar.

Para escolha destes sistemas, levou-se em conta a proporc¢éo de tensoativo, pois
ha estudos que a correlacionam com danos causados a membrana nasal (ILLUM, 2003).
As formulagdes escolhidas para os ensaios de incorporacdo do farmaco, de
mucoadeséo e de liberagdo foram F1, F2, F3 e F4. A formulacdo F8 foi descartada pela
alta concentracdo de tensoativo, e F5, F6, F7, F9, F10 e F11 pela alta viscosidade, o que

dificulta a administracdo nasal da formulacao.

5.4.Avaliacdo da incorporagdo do AZT nos sistemas

5.4.1.Desenvolvimento de metodologia analitica para determinacédo de AZT
por espectroscopia UV

Com o objetivo de padronizar um método de quantificacdo do AZT presente nas
diferentes formulagOes selecionadas, foi desenvolvida e validada uma metodologia
analitica por espectroscopia UV. Uma metodologia é considerada validada quando os
parametros de linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo ou
sensibilidade e limite de quantificacdo estdo dentro das especificacOes exigidas
(ANVISA, 2003).

As leituras de absorbancias obtidas correspondentes a cada concentragao

analisada estdo na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores das absorbancias das solu¢bes de AZT em metanol obtidas por
espectroscopia UV, no comprimento de onda de 265 nm, e os respectivos resultados
estatisticos obtidos das amostras em triplicata.

(ugrﬁTL'l) Média DP + CV (%)
1,0 3,2.107 0,2. 107 5
1,3 4,2.10° 0,1. 10 3
25 8,2. 10 0,1. 10 5
5,0 17,7. 10 0,01. 10 3
10,0 36,3. 10 0,7. 10 1
15,0 54.5. 10 0,8. 10 0
20,0 74.7. 107 2.3.10% 2
30,0 1,1 3,8.10% 1
40,0 15 4,8.107 3

Elaborou-se um grafico relacionando as absorbancias em funcdo da
concentracdo de AZT. Com os valores experimentais, calculou-se a equacéo da reta e o
coeficiente de determinacdo, representados por y = 0,0374 x — 0,0089, r* = 0,9999. A
linearidade pode ser observada no intervalo de concentragdo utilizado (1-40 pg.mL™),
constatada pelo coeficiente de determinagdo (r’) , garantindo confianca no uso da
equacéo da reta obtida.

As Figuras 14, 15, 16 ilustram os espectros de absorcdo da formulacdo F3 em
metanol, da solucdo de AZT, e da formulagdo F3 com AZT (F3A). E possivel
identificar os picos referentes a absorcdo do AZT separadamente dos outros picos
correspondentes aos componentes da formulagdo ou do solvente.

Os resultados dos célculos dos CVs e porcentagem de recuperacdo estdo
contidos na Tabela 7. Eles indicam que o método é preciso, pois os valores de CVs sdo
inferiores a 5 %, e também apresentam exatiddo, pois os limites de recuperacdo ndo

foram inferiores a 80 % e nem superiores a 120% (ANVISA, 2003).
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Figura 14: Espectro de absorcéo da formulagdo F3 em metanol.
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Figura 15: Espectro de absorcéo da solucdo de AZT (20 pg.mL™) em metanol.
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Figura 16: Espectro de absorcdo do AZT na formulagdo F3 (20 pug.mL™) diluida em
metanol.
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Tabela 7: Célculo da precisdo e exatiddo do método de quantificacdo do AZT por
espectrofotometria.

Concentrac0es teoricas

5 pg.mL™? 15 pug.mL™ 30 ug.mL™

0,18 0,54 1,06

a\lgz(la?rgzsn?:?a 0.17 0,52 1,09

0,17 0,54 1,05

Média 0,17 0,53 1,07

DP + 0,006 +0,013 + 0,020

CV (%) 3 2 2
Recuperagéo (%) 97 97 96

A Tabela 8 ilustra os resultados obtidos para analise dos LD e LQ. O LD obtido
foi 2,38 pgmL™ e o LQ foi de 7,92 pgmL™. A quantificacdo do farmaco nas

formulacGes sera precisa e exata acima destes limites.

Tabela 8: Valores obtidos nas medidas dos limites de deteccdo e quantificacdo do
AZT em metanol por espectroscopia UV.

Concentragdes tedricas (ug.mL™)

1,0 1,3 2,5
Média (ng.mL™) 1,1 1,3 2,4
DP +0,04 +0,03 +0,02
CV (%) 4 2 1

5.4.2.Determinacdo da incorporagdo do AZT nos sistemas selecionados e
nos seus diferentes componentes.

A partir da equacdo da reta e dos valores da absorbancia obtidos, calculou-se a
quantidade maxima de farmaco incorporada nas formulacées F1, F2, F3 e F4 e em cada
componente — acido oléico, AC205 e agua (Tabela 9). O gréfico da Figura 17 compara

todos os resultados obtidos.
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Tabela 9: Quantidade de AZT solubilizado nas formulagdes F1, F2, F3, F4 e em cada
constituinte, obtidos por espectroscopia UV.

AZT incorporado (mg.mL™)

F1A F2A F3A F4A AO AC205 A

Meédia* 515 583 553 446 128 40,7 26,3
DP 3,1 5,1 5,5 0,4 1,1 2.1 2.3
CV (%) 6 9 9 1 8 5 8

*Valores representando a média de quatro determinacdes
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FIA F2A F3A F4A AO AC205 &gua
Figura 17: Quantidade de AZT incorporado em F1, F2, F3, F4 e em cada componente

da formulacdo. Valores representando a média e + desvio padrdo de quatro
determinacgdes

A anélise estatistica feita pelo ANOVA foi avaliada pela comparacéo do p valor.
Uma diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando o p valor foi menor
que o nivel de significancia 0,05. Os resultados mostram que a quantificacdo do AZT
em F1A, F2A e F3A ndo apresentam diferenca significativa (P > 0,05). F4A mostrou
dificuldade de incorporagdo do AZT, quando comparada com F1A (P = 0,0047), F2A
(P =0,0013) e F3A (P = 0,0082). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de F4A
ndo ser uma ME, e sim uma mesofase lamelar, conhecida por possuir maior organizacao

estrutural e maior viscosidade, o que pode ter dificultado a incorporacéo do farmaco.
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Comparando a média da incorporacdo do AZT das quatro formulagdes com cada
constituinte, o acido oléico foi 0 componente que incorporou a menor quantidade (P =
4,33E-10) e 0 AC205 a maior quantidade de AZT (P = 0,0022), porém os valores de
incorporacdo obtidos pelo éleo, tensoativo e dgua foram estatisticamente menores que

os valores das formulagdes.

5.4.3.Efeito da incorporacdo do AZT na evolugéo estrutural das formulagdes

A Figura 18 representa as fotomicrografias das formulagdes F1A, F2A, F3A, e

F4A obtidas por MLP.

\

F1.A: Campo Escuro - F2.A: Campo Escuro - F3.A: Campo Escuro -
Sistema Isotropico Sistema Isotropico Sistema Isotropico

F4.A: “Cruzes deMaIt” - Sistema Anisotrépico

Figura 18: Fotomicrografias das amostras de F1 a F4 apds incorporacdo do AZT (40
mg.g™) obtidas por MLP.
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A Figura 19 mostra as curvas de intensidades de espalhamento em fungéo do vetor
de espalhamento q a fim de analisar se a incorporagdo do AZT causa alguma

diferenciacéo estrutural nas formulagdes F1, F2, F3 e F4.
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Figura 19: Diferenciacdo estrutural das formulagdes contendo AZT (F1A, F2A, F3A e
F4A) por SAXS.

Tabela 10: Valores de gmax (A) € valores da razéo entre as distancias interplanares para
as formulagdes F1A, F2A, F3A e FAA.

qmaxl qmaxz qmax3 di/d; da/d3
F1A 0,12 - - - -
F2A 0,11 - - - -
F3A 0,10 - - - -
F4A 0,10 0,18 0,27 2 3
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No grafico da Figura 19, podem ser observados o0s picos alargados de F1A, F2A
e F3A caracteristico de estruturas micelares, confirmadas pelas imagens de MLP, as
quais exibem campo escuro para estas formulacGes. Pode ser observado para estas
formulagdes que a incorporagdo do AZT provocou leve deslocamento dos picos para
maiores valores de g, logo, o farmaco diminui a distancia entre os objetos espalhadores.
No gréfico de F3 e F3A é observado um ombro ou um segundo pico mais alargado. Isto
indica que a formulacdo F3 esta no inicio de uma transicdo de fases, ja que a localizacdo
de F3 no diagrama da Figura 11 esta préximo da regido de CL. Os valores de q de F4A
para as intensidades maximas de espalhamento se ddo em 0,09, 0,18 e 0,27 A (Tabela
10). A adicdo do AZT em F4 faz aparecer um terceiro pico, o que indica maior grau de
estruturagdo em F4A do que em F4. Portanto, comparando as formulagdes carregadas e
ndo carregadas com AZT, é possivel concluir que a incorporacdo do farmaco provoca
leve estruturacdo das formulacGes, porém ndo altera o tipo de fase formada.

O ensaio que melhor oferece os parametros de fluxo sdo os ensaios de
escoamento (SCHRAMM, 2006). Os ensaios de fluxo foram realizados com as
formulacBes carregadas com o farmaco. O reograma de fluxo das formulagBes esta
disposto na Figura 20 para as andlises realizadas a 25°C.

Observando o grafico da Figura 20, FAA exibe comportamento pseudoplatico, o

qual pode ser comprovado pela lei das poténcias, descrita pela equacéo:

r=ky" (Eq. 15)

Em que k € um parametro relacionado a consisténcia (indice de consisténcia) e n
é o indice de escoamento. Neste modelo, n>1 representa um fluido dilatante, n<1
representa fluido pseudoplastico, e n=1 fluido newtoniano.

A Figura 21 representa graficamente k e n, e na Tabela 11 estio os seus valores,

em que Ty representa o coeficiente de regressio linear. Os valores obtidos para F1A e
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F2A apresentam indices de consisténcia proximos, indicando que a viscosidade desses
sistemas € aparentemente similar. Para F3 este indice aumenta, indicando aumento da
viscosidade. Para estas trés formulacbes, o indice de fluxo é aproximadamente um,
indicando comportamento reélogico proximo do newtoniano. F4 apresentou um
consideravel aumento de k e redugcdo do valor de n, indicativo de comportamento

pseudoplastico devido a um maior grau de estruturacdo desta formulacéo.
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Figura 20: Reogramas de fluxo das formulagdes F1A, F2A, F3A e F4A a 25°C. Os
simbolos fechados representam as curvas de ida, e os simbolos abertos representam as
curvas de volta.
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Tabela 11: indices de consisténcia (k) e de fluxo (n) das formulacdes com AZT a 25 °C.

Formulacéo K (Pa.s) N rpot2
F1A 0,15 0,98 0,999
F2A 0,13 0,95 0,997
F3A 0,29 0,94 0,999
FAA 12,8 0,47 0,998

A tixotropia destas formulacdes também foi avaliada, através da observacdo do
grafico da taxa pela tensdo de cisalhamento na Figura 20. Sistemas que exibem
tixitropia recuperam sua estrutura apds a remocao do cisalhamento ou tensdo. Para
materiais newtonianos, a deformacédo é recuperada instantaneamente, e por isso a curva
descendente é sobreposta a ascendente, como é observado em F1A, F2A e F3A. Para
materiais pseudoplasticos, a viscosidade diminui sob aplicacdo de uma tensdo de
cisalhamento, propriedade conhecida como shear thining, mas sua estrutura é
gradualmente recuperada quando esta é removida. Na curva de fluxo, a curva
descendente ndo se sobrepde a ascendente, apresentando uma area de histerese, a qual
define a magnitude da tixotropia, como apresentada na curva de F4A. Portanto, para
quebrar a estrutura tixotropica de F4, é necessaria uma energia maior (SCHARAMM,
2006). Embora FAA tenha maior indice de consisténcia e menor indice de fluxo, o shear
thining garante a capacidade desta formulacdo ser adequada para administracdo nasal,
pois 0 cisalhamento no momento da administracdo causa o afinamento do fluxo. As
interacbes moleculares que antes causavam sua resisténcia sdo removidas com o
cisalhnamento, facilitando assim a administracdo. A pseudoplasticidade de F4A é devida
sua estrutura liquido cristalina, a qual causa maior resisténcia ao fluxo do que as MEs,

que sdo sistemas coloidais (KUMAR; MITTAL, 1999).
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5.5.Avaliacdo da mucoadeséo

Para avaliar o efeito precursor de CL das formulacdes, avaliou-se in vitro seu
comportamento quando entram em contato com o0 meio fisiolégico nasal. A mudanca de
fases dos sistemas em estudo ocorre com a alteracdo da fase aquosa, €, tendo isto em
vista, foi realizada uma analise comparativa entre o efeito da dgua pura em contato com
as formulacGes, e o efeito do FNS, o qual, além da &gua, possui mucina e sais minerais
na sua composicdo. Esta analise foi realizada a fim de examinar se a mudanca de fases
das formulagdes sofre influéncia dos componentes do muco, ou se sua capacidade

precursora de CL depende apenas da agua.

5.5.1.Efeito da agua na estrutura das formulacdes

Nas amostras F1, F2, F3 e F4, com e sem AZT, foi acrescentado aliquotas
crescentes de agua de 5, 10 30, 50 e 100 %, e a mudanca estrutural foi observada por
MLP e reologia oscilatoria. Para visualizagdo desses pontos no diagrama (Figura 22),
foi calculada a proporcéo de cada constituinte da formulacdo apds o acréscimo de agua

(Tabela 12).
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AC205

Separacgéo
de fases 10

4 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 0

A o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 AO

Figura 22: Diagrama de fases representando os pontos do acréscimo de 5, 10, 30, 50 e
100 % de agua em F1, F2, F3 e F4 (simbolos em vermelho). (AO) acido oléico;
(AC205) tensoativo; (A) agua.
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Tabela 12: Nomenclatura e proporges de fase aquosa, oleosa e tensoativo apds
incorporacdo de 5, 10, 30, 50, e 100 % de agua em F1, F2, F3 e F4.

NomencIaEura das Nomencla}ura das Agua AO AC205 Agua
formulagbes sem formulagBes com  acrescentada (%) (%) (%)
AZT AZT (%)

F1 FLA 0 35,00 55,00 10,00
F1.5 F1.A5 5 33,33 52,38 14,29
F1.10 F1.A.10 10 31,82 50,00 18,18
F1.30 F1.A.30 30 26,92 42,31 30,77
F1.50 F1.A.50 50 23,33 36,67 40,00
F1.100 F1.A.100 100 17,50 27,50 55,00
F2 F2.A 0 30,00 55,00 15,00
F2.5 F2.A.5 5 28,57 52,38 19,05
F2.10 F2.A.10 10 27,27 50,00 22,73
F2.30 F2.A.30 30 23,08 42,31 34,61
F2.50 F2.A.50 50 20,00 36,67 43,33
F2.100 F2.A.100 100 15,00 27,50 57,50
F3 F3.A 0 25,00 55,00 20,00
F3.5 F3.A5 5 23,81 52,38 23,81
F3.10 F3.A.10 10 22,73 50,00 27,27
F3.30 F3.A.30 30 19,23 42,31 38,46
F3.50 F3.A.50 50 16,67 36,67 46,66
F3.100 F3.A.100 100 12,50 27,50 60,00
F4 F4.A 0 20,00 55,00 25,00
F4.5 F4.A.5 5 19,05 52,38 28,57
F4.10 F4.A.10 10 18,18 50,00 31,82
F4.30 F4.A.30 30 15,40 42,30 42,30
F4.50 F4.A.50 50 13,33 36,67 50,00
F4.100 F4.A.100 100 10,00 27,50 62,5

As Figuras 23, 24, 25 e 26 mostram as fotomicrografias obtidas por MLP de F1,

F2, F3 e F4 e de F1A, F2A, F3A e F4A, ap0s a incorporacdo de 5, 10, 30, 50 e 100 %

de 4gua em ambos 0s grupos.
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F1.5: campo escuro F1AS5: campo escuro

F1.10: campo escuro F1A10: campo escuro

F1.100: “estrias” 100: “estrias”

Figura 23: Fotomicrografias que ilustram o efeito da agua na estruturacao de F1 e F1A,
obtidas por MLP (F1.n e F1An, n =5, 10, 30, 50 100 % de &gua adicionada).
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F2.5: campo escuro F2A5: campo escuro

F2.10: campo escuro

cruzes de malta”

F2A30: “

F2.30: “cruzes de mIta”

F2.50: “cruzes de malta” E2A50: “cruzes de malta”

F2.100: “estrias” F2A100: “estrias”

Figura 24: Fotomicrografias que ilustram o efeito da 4gua na estruturacao de F2 e
F2.A, obtidas por MLP (F2.n e F2An, n =5, 10, 30, 50 100 % de &gua adicionada).
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F3.100: “cruzes de malta” F3A100: “cruzes de malta”

Figura 25: Fotomicrografias que ilustram o efeito da dgua na estruturacdo de F3 e F3A
obtidas por MLP (F3.n e F3An, n =5, 10, 30, 50 100 % de &gua adicionada).
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F4.5: “cruzes de malta” F4A5: “cruzes e malta”

F4.10: “cruzes de malta”

F4.30: “cruzes de malta”

.ol . d
F4.50: “cruzes de malta” F4A50: “cruzes de malta”

F4.100: “estrias” F4A100: “estrias”

Figura 26: Fotomicrografias que ilustram o efeito da dgua na estruturacdo de F4 e F4A,
obtidas por MLP (F4.n e F4An, n =5, 10, 30, 50 100 % de &gua adicionada).
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Pode ser observado nas fotomicrografias que a adicdo de &gua provocou a
mudanca dos sistemas isotropicos em sistemas anisotrépicos. Em F1 e F1A (Figura 23),
a partir da adicdo de 30 % de agua as “cruzes de malta” comecam a surgir. Em F2 e
F2A (Figura 24), o AZT parece ter contribuido para maior estruturacdo do sistema, pois
em F2A houve a transicdo CL com adicdo de 10 % de agua. Ja para F2 ndo carregado, a
formacdo de sistema lamelar ocorreu a partir da adicdo de 30 % de &gua. Nas
formulacbes F3 e F3A (Figura 25) a transicao de fases ocorreu ja com a adicdo de 5 %
de &gua, devido sua localizacdo no diagrama (Figura 22) ser proxima da linha de
transicdo de fases. F4 e F4A (Figura 26) sdo sistemas lamelares, e a adi¢cdo até 50 % de
agua ndo provocou mudanca de fases, permanecendo as “cruzes de malta”. A adicdo de
100% de agua nas formulacGes F1, F1A, F2, F2A, F3 e F3A provocou a mudanca para
fase hexagonal, indicada pela textura fibrosa ou estrias observadas nas fotomicrografias.
A adicdo de 100 % de agua em F3 e F3A faz permanecer as “cruzes de malta”.

Através do ensaio de varredura de freqliéncia foi possivel observar as mudancas
nas propriedades oscilatdrias das formulacbes apos a adicdo de agua. Nos graficos
indicados nas Figuras 27 e 28 foi plotado 0 médulo de armazenamento G’ em funcéo da
freqiiéncia. No Anexo I, os graficos de cada amostra obtida pela adicdo de agua

comparam 0 G’ com 0 médulo de perda G™’.

Pode ser observado na Figura 27 que a 25 °C, o grau de estruturacéo de F1, F2,
F3 e F4 aumenta quando se adiciona as porcentagens crescentes de agua, pois ha uma
diminui¢do da inclinagdo do mddulo G’, o qual fica cada vez mais independente da
freqiiéncia. O mesmo comportamento ocorre com as formulag6es incorporadas com o
AZT (F1A, F2A, F3A, F4A), e na temperatura nasal de 32 °C (Figura 28). Além disso,

para as amostras adicionadas com quantidades maiores de adgua (50 e 100 % em relagdo
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a massa inicial), todas mostraram o médulo armazenamento G’ maior que o médulo de
perda G’” (ver Anexo I)

Pode ser observado que a magnitude dos valores de G’ das amostras sem
farmaco em com farmaco, nas temperaturas de 25 °C e 32 °C, ndo € alterada. Logo o
AZT parece ndo alterar o comportamento viscoelastico dos sistemas. Ja analisando em
diferentes temperaturas, é possivel observar que os valores de G* a 32 °C sofrem leve
diminuicdo em relagdo aos valores de G” a 25 °C. Porém, os valores de G’ nas amostras
com 30 % ou mais de agua adicionada exibem valores ainda altos (na ordem de 1000
Pa) e independentes da freqliéncia. Portanto, embora a temperatura provoque leve
desestruturacdo dos sistemas, ela ndo impede a formacdo de uma matriz mais viscosa
apos o contato das formulagGes com a agua, a 32 °C.

Neste ensaio ainda foi possivel confirmar que F3 e F3A, adicionadas com 100 %
de &gua, formam uma estrutura menos rigida que as outras formulagdes adicionadas
com a mesma quantidade de agua. Na MLP foi visto que F3.100 e F3A100 na Figura 25
exibem “cruzes de malta”, enquanto que as outras formulagdes adicionadas com 100 %
de &gua (F1.100 e F1A100 — Figura 23; F2.100 e F2A100 — Figura 24; F4.100 e
FAA100 — Figura 26) exibem “estrias”. Os G’ de F3.100 e F3A100 em 25 e 32 °C foram

em torno de 100 Pa, enquanto que para as outras formulac6es foi em torno de 1000 Pa.
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Figura 27: Efeito do acréscimo de 5 % (Q), 10 % (A), 30 % (V), 50 % (@) e 100 %
() de 4gua nos modulos elasticos das amostras carregadas e ndo carregadas a 25 °C. O
G’das formulacGes antes da adi¢do da agua foi representado pelo simbolo (m).
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Figura 28: Efeito do acréscimo de 5 % (Q), 10 % (A), 30 % (V), 50 % (@) e 100 %
() de 4gua nos modulos elasticos das amostras carregadas e ndo carregadas a 32 °C. O
G’das formulacGes antes da adicdo da agua foi representado pelo simbolo (m).
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5.5.2.Efeito dos componentes do muco na estrutura das formulaces.

Para analisar o efeito dos componentes do muco na estruturacdo das
formulacgdes, elas foram adicionadas com FNS e analisadas por MLP, SAXS, reologia
oscilatéria, além da andlise da forca de mucoadesdo. A nomenclatura para as
formulacdes F1, F2, F3 e F4 carregadas e ndo carregadas adicionadas com 30, 50 e
100% de FNS estdo dispostas na Tabela 13. Para simular o efeito in vivo, nesta etapa as

analises foram realizadas na temperatura nasal de 32 °C.

Tabela 13: Nomenclatura das formulagdes F1, F2, F3 e F4 com e sem AZT apés a
adicdo de 30, 50, e 100% de FNS.

Nomenclatura das Nomenclatura das

formulagdes sem formulag6es com

AZT AZT
F1 ou F1A + 30 % FNS M1.30 M1A30
F1 ou F1A + 50 % FNS M1.50 M1A50
F1 ou F1A + 100 % FNS M1.100 M1A100
F2 ou F2A + 30 % FNS M2.30 M2A30
F2 ou F2A + 50 % FNS M2.50 M2A50
F2 ou F2A + 100 % FNS M2.100 M2A100
F3 ou F3A + 30 % FNS M3.30 M3A30
F3 ou F3A + 50 % FNS M3.50 M3A50
F3 ou F3A + 100 % FNS M3.100 M3A100
F4 ou F4A + 30 % FNS M4.30 M4A30
F4 ou F4A + 50 % FNS M4.50 M4A50
F4 ou F4A + 100 % FNS M4.100 M4A100

Nas Figuras 29, 30, 31 e 32 estdo dispostas as fotomicrografias obtidas por MLP
das amostras representativas de cada porcentagem de FNS adicionado nas formulacdes

F1A, F2A, F3A e F4A.
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M1A5: campo escuro M1A10: campo escuro

T p S Bt ?
.. -h - ' L L
\ #

M1A30: “cruzes de malta” - MLAS0: “cruzes de malta”

M1A100: “cruzes de malta”

Figura 29: Fotomicrografias que ilustram o efeito dos componentes do muco (FNS) na
estruturacdo de F1A, obtidas por MLP a 32 °C (M1A30 = F1+30 % FNS; M1A50 =
F1+50 % FNS; M1A100 = F1+ 100 % FNS).
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M2AS5: campo escuro M2A10: “cruzes de malta”

M2A30: “cruzes de malta” " M2AB0: “cruzes de malta”

M2A100: “cruzes de malta”

Figura 30: Fotomicrografias que ilustram o efeito dos componentes do muco na
estruturacdo de F2A, obtidas por MLP a 32 °C (M2A30 = F2+30 % FNS; M2A50 =
F2+50 % FNS; M2A100 = F2+ 100 % FNS).
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M3AL0: “cruzes de malta”

M3ADS5: “cruzes d malt”

M3A30: “cruzes de malta” M3A50: “cruzes de malta”

M3A100: “cruzes de malta”

Figura 31: Fotomicrografias que ilustram o efeito dos componentes do muco na
estruturacdo de F3A, obtidas por MLP a 32 °C (M3A30 = F3+30 % FNS; M3A50 =
F3+50 % FNS; M3A100 = F3+ 100 % FNS).

Flavia Chiva Carvalho



90

Resultados

iy,
b3

L]

M4A: “cruzes de malta” M4A10: “cruzes de malta”

M4A30: “cruzes de malta” | 50 “ruzemal”

M4A100: “cruzes de malta”

Figura 32: Fotomicrografias que ilustram o efeito dos componentes do muco na
estruturacdo de F4A, obtidas por MLP a 32 °C (M4A30 = F4+30 % FNS; M4A50 =
F4+50 % FNS; M4A100 = F4+ 100 % FNS).
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Os resultados obtidos por MLP foram constatados pelas analises de SAXS. As
curvas de intensidade de espalhamento obtidas estdo na Figura 33, e os valores de Qmax €

razdo entre as distancias interplanares estdo na Tabela 14.
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Figura 33: Caracterizacdo por SAXS das formulagbes F1A, F2A, F3A e F4A
adicionadas com 30 % (MnA30), 50 % (MnA50) e 100 % (MnA100) de FNS (n =1, 2,

3ou4)a32°C.

Primeiramente, pode ser confirmado que quando se adiciona 30, 50 e 100% de
FNS nas formulagbes F1A, F2A, F3A e F4A, todas exibem estrutura liquido cristalina
lamelar, devido a relacdo di/d, e di/ds; ser respectivamente 2 e 3. Para algumas
formulacGes, aparece até um terceiro pico (ver Tabela 14), mantendo a periodicidade

lamelar de 2:3:4. E observado na Figura 33 que os picos deslocam-se para menores
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valores de g, e, portanto é possivel inferir que as distancias entre os objetos
espalhadores (lamelas) estdo aumentando. A adicdo de FNS aumenta o dominio
hidrofilico das lamelas em F1A, F2A, F3A e FAA e causa o distanciamento entre elas.
Este fato pode ser constatado pelo calculo do parametro de rede a (Tabela 15), com o
qual se pode chegar a conclusdo que a distancia entre os centros das lamelas esta
aumentando. Na Tabela 15 ¢é possivel observar que ¢ diminui com o aumento de fase

aquosa.

Tabela 14: Valores de gmax (A) e razdo entre as distancias interplanares das formulacdes
F1A, F2A, F3A e FAA adicionadas com 30, 50 e 100 % de FNS, e das formulagdes F1,
F2, F3 e F4 adicionadas com 50 % de FNS.

qmaxl qmaxz qmax3 qmax4 di/d> d1/d3 di/d4

M1A30 0,08 0,16 0,24 - 2 3 -
M1A50 0,07 0,15 0,22 - 2 3 -
M1A100 0,06 0,11 0,17 - 2 3 -
M2A30 0,08 0,17 0,25 - 2 3 -
M2A50 0,07 0,15 0,22 - 2 3 -
M2A100 0,06 0,11 0,17 0,22 2 3 4
M3A30 0,08 0,15 0,23 - 2 3 -
M3A50 0,07 0,14 0,20 0,27 2 3 4
M3A100 0,05 0,10 0,16 0,21

M4A30 0,09 0,17 0,26 - 2 3 -
M4A50 0,07 0,15 0,22 0,29

M4A100 0,06 0,12 0,18 0,24 2 3 4
M1.50 0,07 0,14 0,22 - 2 3 -
M2.50 0,07 0,15 0,22 - 2 3 -
M3.50 0,07 0,13 0,20 0,27 2 3 4
M4.50 0,07 0,13 0,20 0,26 2 3 4
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Tabela 15: Parametros estruturais das formulac6es F1 a F4 apés a adi¢do de FNS.

Estrutura d (A) a (A) o (A)
M1A30 Lo 76,1 76,1 20,5
M1A50 La 86,5 86,4 20,2
M1A100 La 110,0 110,0 19,2
M2A30 Lo 75,6 75,5 17,5
M2A50 La 84,0 84,0 16,8
M2A100 La 111,0 111,0 16,7
M3A30 Lo 80,4 80,4 15,5
M3A50 Lo 92,1 92,1 15,4
M3A100 Lo 118,0 118,0 14,7
M4A30 La 71,8 71,7 11,1
M4A50 La 84,6 84,6 11,3
M4A100 Lo 102,2 102,2 10,2
M 150 La 85,3 85,2 19,9
M250 La 85,3 85,2 17,1
M350 La 93,3 93,6 15,6
M450 La 95,3 95,2 12,7

Para analisar se a presenca do AZT interfere na interacdo das formulagdes com o
FNS, foi feita uma analise de SAXS (Figura 34) da mistura de 50% de FNS nas
formulacGes sem o farmaco (M1.50, M2.50, M3.50 e M4.50), a fim de comparar com as
analises ja realizadas com as mesmas incorporadas com AZT. Observando a Tabela 15,
os valores das distancias d e parametro de rede a s@o praticamente 0s mesmos das
respectivas amostras com AZT (M1A50, M2A50, M3A50, M4A50), idem para a
espessura do dominio polar das lamelas . Portanto, nesta analise, o farmaco ndo causou

nenhuma alteracdo na estruturacéo das formulagdes.
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Figura 34: Caracterizagdo por SAXS das formulagdes F1, F2, F3 e F4 adicionadas
com 50% de FNS (Mn.50, n =1, 2, 3ou 4) a 32 °C.

A temperatura parece ter provocado mudanga no comportamento de fases das
amostras com 100 % de FNS. A analise por MLP e SAXS a 32 °C mostra que estas
amostras possuem estruturas lamelares. Nas imagens de MLP das Figuras 23, 24 e 26 €
visto que as amostras com 100 % de &gua possuem estrutura hexagonal, devido a
presenca de “estrias”, porém estas fotomicrografias foram obtidas a 25 °C. Portanto, no
ambiente nasal, € possivel que as formulacGes transitem apenas para a fase lamelar, ndo

chegando a formar a mesofase hexagonal.

Com analises por SAXS foi possivel concluir que as formulacfes em estudo
podem, em presenca de &gua ou FNS, serem precursoras de CL, e que 0s componentes

do muco e nem o farmaco interferiram neste comportamento.

Nos ensaios reoldgicos para avaliagdo da mucoadesdo, realizado através do
ensaio de varredura de freqliéncia, foi possivel observar as mudancas nas propriedades
oscilatérias das formulacdes apés a adicdo de FNS. Nos graficos indicados nas Figuras
35 e 36, foi plotado 0 mddulo de armazenamento G’ em fungdo da freqiiéncia, pois com

este parametro é possivel observar o0 aumento das propriedades elasticas dos sistemas.
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Figura 35: Efeito do acréscimo de 30 % (M), 50 % (®) e 100 % (A) de FNS nos
mddulos elasticos das formulagdes F1A, F2A a 32 °C. Os simbolos abertos sdo as
mesmas formulacdes adicionadas com 30 % (1), 50 % (O) e 100 % (A) de agua.
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Figura 36: Efeito do acréscimo de 30 % (M), 50 % (®) e 100 % (A) de FNS nos
mddulos elasticos das formulacdes F3A e F4A a 32 °C. Os simbolos abertos sdo as
mesmas formulacdes adicionadas com 30 % (1), 50 % (O) e 100 % (A) de agua.
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Nos graficos apresentados nas Figuras 35 e 36, ha a comparacdo dos médulos
elasticos das amostras adicionadas com 30, 50 e 100 % (simbolos fechados) de FNS
com as mesmas adicionadas apenas de agua (simbolos abertos). Observa-se que o
comportamento reolégico tanto da adicdo de FNS como de agua nas formulagdes foi o
mesmo. Para ambos 0s grupos, o modulo de armazenamento aumenta e fica
independente da frequéncia conforme se aumenta a porcentagem de FNS ou agua. Isto
sugere que a estruturagdo dos sistemas independe dos componentes do muco, e a
transicdo de fases das formulacdes é devida apenas a agua.

Para analisar se 0 comportamento reoldgico da interacdo mucina-formulacdes é
alterado pela presenca do AZT, foi realizada a varredura de freqiiéncia das formulagoes
carregadas e ndo carregadas adicionadas com 50 % de FNS. Neste estudo (Figura 37)
ambos os grupos exibiram o mesmo comportamento, ou seja, altos valores de G’
independentes da freqliéncia, sugerindo que as amostras com 50 % de FNS possuem
forte estruturacdo. As formulacbes com farmaco e sem farmaco exibiram o mesmo

comportamento reoldgico, e, portanto 0 AZT ndo influenciou na interagdo dos sistemas

com a mucina.
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A interacdo mucina-sistema pode ser matematicamente calculada, e o parametro
obtido neste célculo é chamado de pardmetro de interacdo ou sinergismo reoldgico. A
resposta reoldgica da mistura da formulacdo com o FNS deve ser maior que a resposta
da formulagdo ou do FNS isolados, para um sistema ser considerado mucoadesivo. Este
pardmetro foi calculado atraves dos valores do médulo eléstico na freqiiéncia oscilatoria

de 1,0 Hz.

Sao propostas varias relagdes para o calculo do sinergismo reoldgico, como ja
discutido na revisdo bibliografica. Na Tabela 16, estdo dispostos os resultados dos
parametros 4G’ apsoluto, 4G’ relativo € relacao logG’, obtidos através das Equacbes 3, 4 € 5

respectivamente.

Tabela 16: Parametros de interacdo ou de sinergismo reoldgico (G’mis, 4G absoluto,
AG 'relativo, relacao logG”) obtidos a 1 Hz, das formulagbes F1 a F4 apds sua mistura
com 30, 50 e 100 % de FNS. G’; é o modulo elastico das formulacfes antes da adicao
do FNS.

G’ G’ mis AG’ AG’ Relacéo
Formulacéo )

(Pa) (Pa) absoluto relativo logG’
M1A30 0,02 0,1 0,02 0,3 0,1
M1A50 0,02 12,9 12,8 177,7 2,3
M1A100 0,02 4428 4427 6132,8 3,8
M2A30 0,90 1,8 0,9 0,9 0,3
M2A50 0,90 506,9 506,0 544,0 2,7
M2A100 0,90 854,0 853,1 917,2 3,0
M3A30 0,02 339,1 339,1 18318,8 4,3
M3A50 0,02 892,9 892,9 48237,8 4,7
M3A100 0,02 725,0 725,0 39167,0 4,6
M4A30 0,5 1168,0 1167,5 2340,2 3,4
M4A50 0,5 691,5 691,0 1385,0 3,1
M4A100 0,5 712,0 711,5 1426,1 3,2

G’mis = modulo elastico da mistura da formulacdo com FNS; 4G’ = sinergismo
reoldgico.
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O muco em condi¢des fisioldgicas é uma matriz estruturada, cuja reologia é
governada pelas moléculas de mucina (DAVIES; VINEY, 1998). O AG "asoito leva em
consideracdo a reologia da solucdo de mucina isolada, a qual nestes estudos foi
insignificante. Por isso a discussao sera feita através dos parametros 4G 'rejativo € relacao
logG’, os quais levam em consideracdo a reologia do sistema e de sua mistura com a
mucina. O primeiro parametro tem a desvantagem de ndo ser possivel comparar a
magnitude dos resultados positivos e negativos. Com a relacdo logG’ é possivel
verificar que cada aumento de uma unidade em seu valor, 0 médulo eléstico aumenta
num fator de 10 vezes. Portanto, observando na Tabela 16, as formulagdes F1A, F2A,
F3A e F4A misturadas com 100% de FNS tém o G’ cerca de 30 vezes maior que estas
formulacdes na auséncia de FNS. A maior relacdo foi obtida por M3A50 (4,68), mas
isso ndo significa que seu modulo elastico foi 0 maior, e sim a sua diferenca em relacéo
a formulagdo original, que no caso é a F3A. Para F1A e F2A, conforme se aumenta a
porcentagem de FNS, os valores dos parametros de interacdo 4G 'relativo € relacéo logG’
foram crescentes. Para F3A e F4A, a adicdo tanto de 30, 50 ou 100 % de FNS néo
alterou significativamente seus valores de interacdo, os quais ficaram constantes em
torno de 4,5 para F3A e 3,2 para F4A. Isso pode ser explicado pelos estudos de MLP
realizados previamente com a agua. A transicdo para fase lamelar em F1A e F2A
ocorreu em torno de 30 % de agua (Figura 23 e 24). Ja para F3A (Figura 24) a transicao
ocorreu com 5 % de &gua, e F4A (Figura 25) ja era uma fase lamelar antes da adicéo da
agua. Logo F1A e F2A necessitam de mais agua para se estruturarem do que F3A e
F4A, e esse comportamento reflete na reologia, em que as amostras F1A e F2A com 30
e 50% de FNS possuem menor modulo elastico que F3A e F4A adicionadas com as
mesmas quantidades de FNS. Pode-se concluir entdo que a interagdo do muco com as

formulagbes F3A e F4A ocorrem mais rapidamente.
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5.5.2.1.Avaliacdo da forca mucoadesiva

A forga necessaria para remover cada sistema a partir do disco de mucina esta
apresentada na Tabela 17. O numero de repeticBes neste ensaio foi maior (n=7), pois
suas condicfes experimentais sdo muito mais, com muitas variaveis (camada da
amostra, hidratacdo, tempo de hidratacdo, carregamento da amostra, tempo de
carregamento, etc.), as quais devem ser aprimoradas e fixadas para obter resultados
reprodutiveis. A reprodutibilidade das medidas reoldgicas é razoavelmente boa, ja que
as medidas sdo realizadas com a mistura das formulagdes com a mucina ja equilibrada;
a composicdo e a temperatura podem ser cuidadosamente controladas e, por isso, é
necessario um nudmero menor de repeticdes para obter dados estatisticamente
significantes.

Os valores de forca obtidos neste ensaio possuem a mesma magnitude dos
valores obtidos em alguns estudos descritos na literatura que utilizaram a mesma
metodologia. Bruschi e colaboradores (2007) testaram sistemas compostos por
poloxamer 407 e carbopol 934P para administracdo na mucosa periodontal, e as forgas
de mucoadesdo obtidas no ensaio utilizando a mesma metodologia aqui empregada
foram da ordem de 0,28 a 0,39 N. Andrews e Jones (2006) desenvolveram sistemas para
aplicacdo tdépica em mucosas compostos por hidroxietilcelulose e policarbofil, e as
forcas de mucoadeséo obtidas foram da ordem de 0,07 a 0,39 N. Em ambos os estudos,
0s ensaios de obtencdo da forca de mucoadesdo foram realizados em conjunto com

outros ensaios in vitro, como a obtencdo do parametro reoldgico de interacéo.
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Tabela 17: Forca de mucoadesdo das formulagdes F1, F2, F3, F4 e adicionadas com
50% de FNS (M1.50, M2.50, M3.50 e M4.50).

Forga (N)

F1 F2 F3 F4 M1.50 M250 M3.50 M4.50

0,311 0,266 0,289 0,284 0,217 0,265 0,239 0,282
0,338 0,278 0,234 0,298 0,207 0,270 0,330 0,280
0,245 0,250 0,273 0,314 0,269 0,333 0,291 0,281
0,361 0,346 0,219 0,345 0,316 0,308 0,249 0,315
0,307 0,259 0,253 0,278 0,265 0,359 0,230 0,270
0,280 0,305 0,230 0,220 0,280 0,261 0,320 0,280

0,300 0,250 0,230 0,220 0,280 0,335 0,320 0,320

Média 0,306 0,279 0,247 0,280 0,262 0,304 0,283 0,290

DP 0,038 0035 0,026 0,046 0,038 0,040 0,043 0,019
CV (%) 12 13 10 17 15 13 15 7

Pode ser observado que a adicdo de 50 % de FNS nas formulacbes F1, F2, F3 e
F4 ndo aumentou a forca de adesdo. A andlise de variancia (ANOVA - fator Gnico)
mostrou que 0s oito grupos ndo possuem diferenca estatisticamente significativa,
utilizando nivel de significancia igual a 0,05 (valor P = 0,0638). Embora estas amostras
tenham apresentado maior sinergismo reoldgico (Tabela 16), a adesividade nao foi
influenciada pelas suas caracteristicas viscoelasticas. Com isso, pode ser deduzido que a
adesdo esta ligada mais as propriedades do material que compde a amostra do que a

com suas caracteristicas viscoelasticas.
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5.6.Estudos de liberacéo do farmaco

5.6.1.Desenvolvimento de metodologia analitica para determinagdo do AZT

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A composicao dos sistemas de liberagdo como o tensoativo e a fase oleosa, pode
interferir na quantificacdo do farmaco, e por isso se torna necessario adequar 0 método
para quantifica-lo a partir destes sistemas.

A validacdo foi desenvolvida para confirmar se o método proposto para
quantificacdo do AZT nos ensaios de liberagdo apresenta linearidade na faixa de
concentracdo utilizada, especificidade, precisdo e exatiddo. Os parametros de validagéo
utilizados foram os estipulados pela ANVISA (2003) e ICH (1996).

A equacao da regressao linear obtida pela média das trés curvas de calibracédo foi
y = 1231898,81 x — 99764,73, r = 0.9993. O CV da inclinacdo e do intercepto com o
eixo y foi 0,21 % e 5,00 %, respectivamente. Portanto, de acordo com o critério

adotado, 0 método é linear na faixa de concentragdo utilizada.

A especificidade, definida como a capacidade do método em mensurar 0 AZT no
ambiente real de ensaio, especialmente na presenca do fluido receptor e dos
componentes das formulacgdes, foi confirmada pela comparacdo dos cromatogramas
ilustrados na Figura 38. Os picos mostram boa resolucado, indicando alta especificidade
e seletividade do método. O cromatograma utilizado como referéncia (Figura 38a) exibe
0 pico do AZT no tempo de retencdo de 7,6 min. O baixo tempo de retencdo é
conveniente para procedimentos de controle de qualidade. A metodologia é seletiva
porque os picos do fluido receptor estdo situados antes de 6,0 min., e, portanto ndo

interfere na detecgédo do AZT.
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Figura 38: Cromatogramas de (a) solucéo de trabalho a 1,0 ug.mL™, (b) fluido receptor
ap6s 1,0 h de ensaio de liberaco de F1A a 40 mg.g™, e (c) fluido receptor apds 1,0 h de
ensaio de liberagdo de F1 sem AZT.
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O cromatograma do controle negativo (Figura 38c) mostrou auséncia de
qualquer pico na regido de retencdo do AZT. O cromatograma do controle positivo
(Figura 38b) mostra além dos picos presentes no controle negativo, o pico isolado do
AZT. Portanto o fluido receptor e os componentes das formulagdes ndo interferiram na
analise.

A recuperacao foi calculada pela relagdo da concentragdo de AZT testada com a
tedrica, através da injecdo de solucbes de trabalho nas concentragdes de 5, 10 e 100
ug.mL? de AZT, em triplicata. Os valores das porcentagens de recuperacio estdo na
Tabela 18. Eles estéo dentro da faixa limite preconizada pela ANVISA (2003).

A precisdo representa a variabilidade dos resultados em séries repetidas de
analises, sob as mesmas condicGes experimentais. Os resultados (veja Tabela 18)

mostram baixa variabilidade, devido aos CVs menores de 5 %.

Tabela 18: Parametros utilizados na validacdo do método para quantificacdo do AZT
no meio de liberagcdo in vitro: precisdo intra-dia, inter-dia e exatiddo, expressa como
porcentagem de recuperacéo.

Concentracdes Tedricas Concentracdes encontradas DP CV (%) Exatidao (%)

(ug.mL™) (ug.mL™)
Intra-dia 1,0 0,88 0,01 1.3 88,1
10,0 10,98 0,11 1,0 109,8
100,0 101,36 0,67 07 101,4
Inter-dia 1,0 1,00 0,03 2,9 99,6
10,0 9,70 0,42 4,3 97,0
100,0 96,00 2,33 2,4 96,0

Os LD e LQ, particularmente neste estudo, sdo muito importantes, porque 0S
sistemas de liberacdo podem liberar quantidades muito baixas de farmaco. O LD foi

0,012 pg.mL™ and LQ foi 0,041 pg.mL™.
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5.6.2.Determinacéao do perfil de liberacéo in vitro

A célula de difusdo tipo Franz permite a analise in vitro do movimento do
farmaco atraves de uma membrana, utilizando um modelo com dois compartimentos. O
compartimento doador contém a formulacdo, e uma membrana semipermeavel que
separa este compartimento da solucdo receptora, e que suporta o sistema de liberagédo
(REMINGTON, 2006).

Para quantificar o AZT liberado, foi desenvolvida e validada em Carvalho, Barbi
e Gremido (2009) uma metodologia para quantificacdo do AZT por CLAE. A média dos
valores da ASC obtidas para cada formulacdo foi aplicada na equacdo da curva de
calibracdo obtida em &gua, para determinacdo da quantidade de AZT liberada. Os perfis
de liberacdo foram determinados pela relacdo percentual das concentracdes de AZT

liberadas em funcdo do tempo. Os resultados ap6s 24 h de ensaio estdo apresentados na

Figura 39.
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Figura 39: Perfil de liberacdo das formulagdes F1A, F2A, F3A, F4A e SA (solucdo
aquosa de AZT). As linhas foram plotadas pelo modelo de Weibull.
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Pela andlise do grafico (Figura 39), pode ser observado que as formulagdes F1A,
F2A e F3A prolongam a liberacdo do farmaco. Somente ap6s 10 horas é que mais de 60
% do farmaco foi liberado, enquanto que a SA em uma hora ja havia liberado além
deste valor. F1A e F2A liberaram 100 % do AZT incorporado em 24 h. A liberacdo de
F2A foi levemente mais acentuada que F1A. Para F3A, a retencdo do farmaco foi maior
ainda, sendo que 60 % foi a quantidade méaxima liberada em 24 horas. Na analise de
SAXS foi sugerido que nesta formulacdo estd havendo maior estruturacdo do sistema, e
isto pode ter diminuido a difusdo do farmaco para o meio externo. Além disso, o indice
de consisténcia k de F3A foi quase o dobro de F1A e F2A (Tabela 11), o que também
deve ter contribuido para uma leve retencdo do AZT. Ja para F4A, a liberacdo nédo
ocorreu em 24 horas. A estrutura liquido cristalina dessa formulacdo deve ter
contribuido para a retencao do farmaco no modelo in vitro utilizado.

Os perfis de liberacdo foram analisados através da utilizacdo de modelos
matematicos com o objetivo de descrever a liberagdo do farmaco a partir da formulagéo.
Um método bastante utilizado para escolher o melhor modelo de liberacdo de farmacos
é o coeficiente de determinacdo R% Contudo, este valor tende a tornar-se maior com a
adicdo de mais parametros. Por isso, quando se compara modelos com varios
parametros, é mais correto utilizar o coeficiente de determinacgdo ajustado (Rzajustado) :

descrito na Equacédo 16. (COSTA; LOBO, 2001).

RZ

ajustado

-1 )
zl_ﬁ(l—R ) (Eq. 16)

Em que n é o nimero de pontos dos dados da dissolucdo e p € o nimero de
parametros do modelo. O modelo matematico que melhor descreve o perfil de liberagdo

sera aquele que apresentar o maior coeficiente de determinacéo ajustado.
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Ha varios modelos descritos na literatura, como Hixson-Crowell, Weibull,
Higuchi, Baker—Lonsdale, Korsmeyer—Peppas e Hopfenberg. O critério utilizado para a
escolha de um modelo € a determinagdo do Rzajustado que melhor se ajuste ao perfil de
liberacdo obtido (COSTA; LOBO, 2001). O modelo que mais se adequou a liberacdo
das formulagdes foi o de Weibull (PAPADOLOU et al., 2006). A equacdo empirica
genérica descrita por este modelo foi adaptada para os processos de liberacdo de
farmacos por Langenbucher (1972). Esta equacdo foi empregada em estudos de formas
farmacéuticas sélidas e hidrogéis (CASAULT, SLATER, 2008). Quando aplicada a
liberacdo do farmaco a partir de formas farmacéuticas a equacdo de Weibull exprime a
fracdo cumulativa do farmaco na solucdo ao tempo t:
-(t-Ti)®

a

m=1-exp (Eq. 17)

Em que a define a escala temporal do processo, Ti representa o intervalo de
tempo antes do inicio do processo de liberacdo (na maioria das vezes € zero), b € o
parametro de forma que caracteriza a curva como sendo exponencial (b=1; cinética de
primeira ordem), sigmdide (b>1; cinética rapida) ou parabdlica (b<1; cinética lenta).

Neste modelo, o valor do expoente b é o indicador do mecanismo de transporte
do farmaco através da matriz. Estimativas para valores de b menores que 0,75 indicam
difusdo segundo Fick. Para valores de b entre 0,75 e 1 estdo associados dois
mecanismos, a difusdo Fickiana e o transporte caso Il (através do intumescimento), e
finalmente, para valores maiores que 1, o transporte do farmaco se deve a um complexo
mecanismo de liberacdo, em que varios processos, como difusdo, intumescimento e
erosdo (degradacdo), podem ocorrer simultaneamente (PAPADOPOULOU et al.,

2006).
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A Tabela 19 relaciona os parametros obtidos através da equacdo de Weibull nos
ensaios de liberagdo in vitro. Os dados mostram que os valores de b obtidos para F1 e
F3 sdo menores que 0,75, e, portanto 0 mecanismo de liberacdo esta associado com a
difusdo de Fick. O valor de b obtido para F2 esta entre 0,75 e 1,00 e, portanto o
mecanismo de liberacdo segue o modelo de difusdo fickiana e intumescimento. Como
F4A ndo liberou o farmaco no modelo in vitro utilizado, o modelo de Weibull ndo foi

aplicado nesta formulagéo.

Tabela 19: Parametros obtidos através da equacdo de Weibull, a partir dos dados de
liberacdo in vitro das formulagdes F1A, F2A, F3A e da solugdo aquosa SA.

Formulacdes R%ajustado b
F1 0,992 0,53
F2 0,990 1,04
F3 0,999 0,65
SA 0,906 0,44

Como F1A a transicao para fase lamelar € mais demorada (em F1A a transicao
para CL ocorre com 30% de &gua — ver Figura 23), pode ser que a liberacdo ocorra a
partir do sistema ainda na fase de ME por difusdo. Como a transicdo para CL ap0s o
contato com a fase aquosa em F2A é mais rapida que F1A (F2A muda para fase lamelar
com 10% de agua — ver Figura 24), pode ser que durante o ensaio de liberacdo tenha
ocorrido a mudanga de fase, e isto tenha causado o mesmo efeito observado no
intumescimento de sistemas sélidos ou hidrogéis. Nestes sistemas, a liberacdo ocorre
por difusdo antes do intumescimento, e apds o intumescimento a liberagdo torna-se mais
prolongada. O mesmo raciocinio pode ser aplicado para F2A, ou seja, na fase
microemulsionada a liberacdo é mais rapida, e ap6és a mudanca de fase a liberagédo
torna-se mais lenta. Como a mudanca de fase em F3A é imediata, o farmaco é liberado

mais lentamente durante todo o tempo de ensaio.
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6.DISCUSSAO

Nosso grupo de pesquisa tem verificado que sistemas compostos pelo tensoativo
AC205 séo capazes de formar MEs com baixas concentraces de dgua, e 0 aumento da
fase aquosa resulta numa gama de diferentes tipos de mesofases liquido cristalinas com
maior estruturacdo (URBAN, 2004; KLEIN, 2007; CARVALHO et al., 2008). Estas
propriedades foram exploradas neste presente trabalho, no desenvolvimento e
caracterizacdo de sistemas nanoestruturados para a potencial administragdo nasal do
AZT. O AZT possui baixa biodisponibilidade, pois sofre metabolismo pré-sistémico, e a
via nasal € conhecida por promover a absorcdo direta de farmacos para circulacdo
sanguinea. Porém a via nasal apresenta mecanismos de depuracdo mucociliar que
podem remover rapidamente a formulagdo da cavidade nasal, e para prolongar o tempo
de permanéncia das formulacGes nesta via, foi proposto o desenvolvimento de sistemas
mucoadesivos estabilizados com tensoativos tipo alcool graxo etoxilado e propoxilado.

O tensoativo que estabilizou uma maior regido de CL nos diagramas de fases
construidos foi o AC205 (Figura 11), possivelmente devido ao maior numero de
unidades de Oxido de etileno desta molécula (Figura 6). A construcdo do diagrama de
fases € importante, pois com ela é possivel prever o comportamento de fases dos
sistemas quando seus constituintes sdo alterados. As formulacbes F1, F2, F3 e F4 (ver
composicdo na Tabela 2) foram escolhidas porque primeiramente possuem baixa
viscosidade, e segundo, porque o0 contato com concentragdes crescentes de dgua muda
suas estruturas para CLs de maior viscosidade.

Estas formulagdes foram capazes de incorporar mais AZT do que seus
componentes isolados (Tabela 9), porque a mistura de solventes de diferentes

polaridades, como 6leo e agua, na presenca de um tensoativo agregam-se de tal forma a
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possibilitar diferentes regides adicionais de solubilizacdo (KREILGAARD, 2002).
Além disso, a incorporacdo do AZT ndo alterou o comportamento estrutural dos
sistemas (Figuras 18 e 19). O ensaio de fluxo mostrou que as quatro formulagfes séo
capazes de fluir, e, portanto, sdo adequadas para administracdo nasal. Mas vale ressaltar
que as MEs F1A, F2A e F3A incorporaram mais farmaco que a formulacdo lamelar
F4A, logo, para se ter a mesma dose nas quatro formulagdes, € necessario maior volume
de F4A. Se tratando da via nasal, o volume administrado ¢ muito importante, pois ela é
uma via que limita a quantidade de formulacdo a ser aplicada. Seu volume disponivel
para administracdo é em torno de 300 uL (AULTON, 2005). Portanto, neste caso, a ME
teria vantagem na administragdo nasal.

Os testes reoldgicos foram realizados em associacdo com o método de obtencao
da forca de mucoadesdo, para que as duas metodologias em conjunto pudessem oferecer
maiores informacdes a respeito da caracterizacdo da mucoadesdo. Foi constatado
através de andlises de MLP e SAXS, que sistemas formados por AC205 e &cido oléico
como fase oleosa podem se estruturar em CL na presenga de muco artificial (FNS) na
temperatura nasal. Sistemas contendo 55% de AC205 (F1A, F2A, F3A e F4A), quando
sdo misturados com volumes crescentes de muco artificial, mudam para uma mesofase
lamelar com propriedades viscoelasticas de um sistema fortemente estruturado (Figuras
35 e 36). Essa mudanca de estrutura pode contribuir para a formacao de uma matriz que
permanecera por mais tempo na cavidade nasal, evitando a rapida depuracdo mucociliar.
Além da formacdo de uma matriz, foi constatado através de analises que medem a forca
de mucoadeséo, que estes sistemas podem ficar aderidos na mucosa (Tabela 17).
Portanto, as duas técnicas avaliaram duas diferentes caracteristicas, a viscoelasticidade e
a adesividade dos sistemas no ambiente nasal, as quais foram importantes e

complementares no estudo da capacidade mucoadesiva das formulacGes. Dentre os
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sistemas estudados, para escolha do mais mucoadesivo, levamos em conta o estudo
estrutural e reoldgico das formulagcbes no ambiente nasal, ja que no ensaio de forca
mucoadesiva todos 0s sistemas obtiveram a mesma capacidade de adesdo (Tabela 17).
As formulagbes F3A e F4A, portanto, seriam as mais mucoadesivas, porque se
estruturaram e formaram uma matriz viscosa mais rapidamente que F1A e F2A. Como
F4A incorporou menos AZT, o emprego da formulacdo F3A seria mais promissor. Os
sistemas precursores de CL mais adequados, portanto, foram MEs, as quais oferecem
vantagens como alta capacidade de solubilizacdo de farmacos, estabilidade
termodinamica e fluidez, a qual facilita a administracdo nasal.

O ensaio de liberacdo utilizado foi um teste de dissolucdo simples, utilizando
membrana de acetato de celulose sintética. Os testes in vitro sdo importantes para o
entendimento do comportamento fisico-quimico dos sistemas. No ensaio de liberacdo
foi sugerido que a mudanga de fase dos sistemas provocou maior retencdo do farmaco.
A liberacdo prolongada ndo é desejavel para via nasal, devido ao pequeno tempo de
permanéncia que essa via oferece para formulacdo permanecer na cavidade nasal (cerca
de 20 minutos). Porém, deve-se levar em consideracdo que os sistemas bioldgicos sao
mais complexos, e envolve mecanismos de permeacdo que favorecem a absorcdo do
farmaco, os quais 0s componentes aqui utilizados potencialmente podem promover,
como o acido oléico, o qual € muito conhecido como agente permeante. No ambiente
nasal, teoricamente, os sistemas possivelmente estardo estruturados em CL ap0s a
administracdo. Considerando que o volume disponivel para administracdo nasal seja em
torno de 300 pL, e a quantidade de muco encontrada seja 0 mesmo volume, as
formulagGes iriam entrar em contato com o muco numa relagdo 1:1. Localizando estes
pontos no diagrama da Figura 11, eles estéo situados no limite de transi¢do de fases para

sistemas emulsionados, que ndo sdo termodinamicamente estaveis, e facilmente
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separam fases. Se a liberacdo ocorrer a partir desse ponto, o farmaco possivelmente sera
liberado mais rapidamente.

Associando as caracteristicas mucoadesivas das formulacfes em estudo com a
capacidade delas liberarem o farmaco, os sistemas nanoestruturados compostos por

AC205, acido oléico e dgua podem ser potenciais sistemas de liberacdo nasal do AZT.
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7.CONCLUSOES

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

conclusoes:

e O tensoativo AC205 estabilizou regides mais amplas de MEs e CLs no diagrama
de fases, 0 que leva a crer que quanto maior o numero de unidades de 6xido de
etileno, maior as regides de MEs e CLs. A caracterizacdo fisico quimica
mostrou que a mistura de AC205, &cido oléico e agua é capaz de formar MEs e
CLs tipo lamelar e hexagonal. O grau de estruturacdo dos sistemas mostrou ser
dependente da &gua, sendo que o maior grau de estruturacdo foi encontrado em
concentragdes acima de 20 % da mesma;

e Os sistemas escolhidos (F1, F2, F3 e F4) para incorporagdo do AZT foram
capazes de incorporar mais farmaco que o tensoativo, 6leo e agua isolados. A
incorporacdo do farmaco provocou leve estruturacdo dos sistemas, porém nao
alterou o tipo de fase formada. O ensaio de fluxo mostrou que as quatro
formulacGes fluem e sdo tixotrOpicas, propriedades importantes para a
administracao nasal;

e A avaliacdo estrutural envolvida na mucoadesdo mostrou que tanto a adicdo de
agua como de FNS nas formulacdes F1A, F2A, F3A e F4A provocou a
mudanca de fases para sistemas liquidos cristalinos mais estruturados, tanto na
temperatura ambiente como na temperatura nasal. A analise da mucoadesao pela
reologia mostrou que a adicdo tanto de FNS como &gua, nas temperaturas
ambiente e nasal, fez os sistemas exibirem médulos de armazenamento altos,
maiores que os modulos de perda, e independentes da freqliéncia, caracteristicas

de sistemas fortemente estruturados. A analise da forca de mucoadesdo mostrou
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que os sistemas possuem forca de adesdo. A alta viscosidade, somada a
capacidade de adesdo, pode fazer os sistemas resistirem por mais tempo a
depuracdo mucociliar;

e O ensaio de liberacdo mostrou que as microemulsdes F1A, F2A e F3A liberaram
acima de 60% do AZT incorporado em 24 h, ja a F4 ndo foi capaz de liberar o
farmaco no modelo in vitro utilizado. O modelo matematico que mais se ajustou
ao perfil de liberacdo das formulacdes foi o modelo de Weibull, o qual sugere
que os sistemas liberaram 0 AZT por difuséo;

e Associando a capacidade das formulaces em liberarem o farmaco com as suas
caracteristicas mucoadesivas, 0s sistemas desenvolvidos podem potencialmente

promover a liberacdo nasal do AZT.
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8.PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista o0s resultados promissores obtidos neste trabalho, como
continuidade, os sistemas aqui desenvolvidos serdo otimizados através da incorporacao
de substancias mais biocompativeis, como a fosfatidilcolina, ou que possam contribuir
para maior estabilizacéo e desempenho das formulagdes, como 0s co-tensoativos. Seréo
realizados estudos de liberacdo ex vivo utilizando mucosa animal adaptada em célula de
difusdo tipo Franz, e também serdo realizados os estudos de liberacdo in vivo através da

administracdo nasal dos sistemas escolhidos em ratos.
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10.ANEXO

Estudos de reologia oscilatéria obtidos por varredura de freqiéncia.

Os mddulos de armazenamento (G’) e de perda (G’’) obtidos pela analise
oscilatéria por varredura de freqliéncia tanto a 25 °C como a 32 °C estdo representados
nos gréaficos a seguir

Nos graficos estdo plotados 0 G’ e G’’ de cada amostra obtida pela adi¢éo de 5,
10, 30, 50 e 100% de agua nas formulacGes sem farmaco (F1, F2, F3, F4) e com
farmaco (F1A, F2A, F3A, F4A) em ambas as temperaturas, a fim de comparar as
propriedades viscoelasticas de cada amostra.

Os testes dindmicos obtidos a 25°C estdo ilustrados nas Figuras 40 a 47 e o0s
testes obtidos a 32 °C nas Figuras 48 a 58.
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Figura 40: Testes dindmicos de F1 e das amostras com 5 % (F1.5), 10 % (F1.10), 30 %
(F1.30), 50 % (F1.50) e 100 % (F1.100) de agua a 25 °C. O simbolom representa o
mddulo de armazenamento (G") e B 0 médulo de perda (G™).
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Figura 41: Testes dindmicos de F1A e das amostras com 5 % (F1AS5), 10 % (F1A10),
30 % (F1A30), 50 % (F1A50) e 100 % (FLA100) de 4gua a 25 °C. O simbolom
representa 0 modulo de armazenamento (G”) e @ o mdédulo de perda (G™).
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Figura 42: Testes dindmicos de F2 e das amostras com 5 % (F2.5), 10 % (F2.10), 30 %
(F2.30), 50 % (F2.50) e 100 % (F2.100) de agua a 25 °C. O simbolom representa o
modulo de armazenamento (G”) e O o modulo de perda (G™).
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Figura 43: Testes dindmicos de F2A e das amostras com 5 % (F2A5), 10 % (F2A10),
30 % (F2A30), 50 % (F2A50) e 100 % (F2A100) de 4gua a 25 °C. O simbolom
representa 0 modulo de armazenamento (G”) e @ o moédulo de perda (G™).
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Figura 44: Testes dindmicos de F3 e das amostras com 5 % (F3.5), 10 % (F3.10), 30 %
(F3.30), 50 % (F3.50) e 100 % (F3.100) de agua a 25 °C. O simbolom representa o
modulo de armazenamento (G”) e O o modulo de perda (G™).
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Figura 45: Testes dindmicos de F3A e das amostras com 5 % (F3AS5), 10 % (F3A10),
30 % (F3A30), 50 % (F3A50) e 100 % (F3A100) de 4gua a 25 °C. O simbolom
representa 0 modulo de armazenamento (G”) e @ o moédulo de perda (G™).

Flavia Chiva Carvalho



134

Anexo

F4 F4.5
1000-.........-llllll;; wl® Illllllllll;;;;E
100 O Opoopgpgooodo goBo o 5o o O ()

3 o o ooogoB b

T ] ©
o o
N—r N—r 1
\ 14 \
O O o4

01
O ul O oo

1E3 . . . 1E3 T T T

01 1 10 01 1 10
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

F4.10 F4.30
muo................;; 1000l lllllll-lllllllD
1004 DDDDDD 1004 gooB8 =

DDDDDDDDDD u} DDDDDDDDD
T 104 T ]
o o
N—r N—r
14 14
o 014 o 014
O ond O ond
1E3 . . . 1E3 T T T
01 1 10 01 1 10
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)
F4.50 F4.100
1000-...........-ll.llll muoq.lllllllllllll.--
00pgoao DDDDDDDDDDDD 0DoO0o0oO0OoooooooooO0ol
100 o
1004
< <
o 3 0 104
N—r N—r
o L
o o
014 014
O o] QO

T
1

Frequéncia (Hz)

Frequéncia (Hz)

Figura 46: Testes dindmicos de F4 e das amostras com 5 % (F4.5), 10 % (F4.10), 30 %
(F4.30), 50 % (F4.50) e 100 % (F4.100) de agua a 25 °C. O simbolom representa o
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Figura 47: Testes dindmicos de F4A e das amostras com 5 % (F4AS5), 10 % (F4A10),
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representa 0 modulo de armazenamento (G”) e @ o moédulo de perda (G™).
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Figura 48: Testes dindmicos de F1 e das amostras com 5 % (F1.5), 10 % (F1.10), 30 %
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Figura 49: Testes dindmicos de F1A e das amostras com 5 % (F1AS5), 10 % (F1A10),
30 % (F1A30), 50 % (F1A50) e 100 % (FLA100) de 4gua a 32 °C. O simbolom
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Figura 50: Testes dindmicos de F2 e das amostras com 5 % (F2.5), 10 % (F2.10), 30 %
(F2.30), 50 % (F2.50) e 100 % (F2.100) de agua a 32 °C. O simbolo® representa o
mddulo de armazenamento (G") e B o0 médulo de perda (G™).
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Figura 51: Testes dindmicos de F2A e das amostras com 5 % (F2A5), 10 % (F2A10),
30 % (F2A30), 50 % (F2A50) e 100 % (F2A100) de 4gua a 32 °C. O simbolom
representa 0 modulo de armazenamento (G”) e @ o mdédulo de perda (G™).
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Figura 52: Testes dindmicos de F3 e das amostras com 5 % (F3.5), 10 % (F3.10), 30 %
(F3.30), 50 % (F3.50) e 100 % (F3.100) de agua a 32 °C. O simbolom representa o
modulo de armazenamento (G”) e O o modulo de perda (G™).
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Figura 53: Testes dinamicos de F3A e das amostras com 5 % (F3A5), 10 % (F3A10),
30 % (F3A30), 50 % (F3A50) e 100 % (F3A100) de 4gua a 32 °C. O simbolom

representa 0 modulo de armazenamento (G”) e @ o mdédulo de perda (G™).
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Figura 54: Testes dindmicos de F4 e das amostras com 5 % (F4.5), 10 % (F4.10), 30 %
(F4.30), 50 % (F4.50) e 100 % (F4.100) de agua a 32 °C. O simbolom representa o
modulo de armazenamento (G”) e O o modulo de perda (G™).
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Figura 55: Testes dindmicos de F4A e das amostras com 5 % (F4AS5), 10 % (F4A10),
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( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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