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Resumo

Resumo

Anfotericina B (AmB) é o farmaco de escolha pateatamento das infec¢des fungicas
invasivas, importante causa de morbidade e maoatddid em pacientes
imunodeprimidos. A toxicidade da AmB na forma camwienal tem estimulado o
desenvolvimento de novas formulacdes para a admsigi do farmaco. Neste trabalho
foram estudadas microemulsdes Oleo/agua, contersdatitliicolina de soja/tween 20
como agentes tensoativos, Capte®® como fase oleosa e tampao fosfato 50mM pH
7,2 como fase aquosa, com o objetivo de reduzixeittade e aumentar a absorcéo
oral da AmB. Os sistemas obtidos com diferentepqgbes dos componentes foram
descritos através de um diagrama de fase pseutltriter As microestruturas foram
caracterizadas por espalhamento dinamico de lu&S)Dieologia, microscopia de luz
polarizada e espalhamento de raios X a baixo an@#oKS). Foi desenvolvido e
validado um método por CLAE para a determinacdArd® em plasma para aplicacao
em estudo do perfil farmacocinético do farmaco wedo na ME em ratos. A
nefrotoxicidade da AmB foi avaliada pela determé@tagla creatinina plasmética dos
ratos apos administracdo oral da nova formulacdserdmlvida (50 mg/kg), e
comparada a administracdo da formulagdo converam@namesma dose. Foi observado
gue o tamanho das goticulas das microemulsfes dameaando a AmB é incorporada
ao sistema. As amostras apresentaram comportarienttoniano e, dependendo da
composicdo do sistema, antitixotropia foi observab@ambém foi observado que a
viscosidade aumenta com o aumento da fase olema a®mo a formacdo de
estruturas lamelares ordenadas que sdo desfavaseciin a adicdo do farmaco. A
incorporacdo do farmaco depende das propor¢cfesaske dleosa e tensoativo. As
interagdes da AmB com os sistemas resultam enaaftes na solubilidade do farmaco

e no seu perfil de liberagdo. O método para queatifio das AmB por CLAE
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Resumo

desenvolvido apresentou resposta linear na faix@deentragdo de 0,05 to 5,0 pg-mL
1 =0,9996, e 0 ensaio demonstrou sensibilidadetigielade e precisdo adequadas
para a aplicacdo na investigacdo da farmacocinédcamB. A biodisponibilidade oral
da AmB veiculada na microemulséo foi de aproximagl#e 3 vezes maior que para a
formulagdo comercial. Os parametros farmacocingtida AmB encontrados na
administragcdo da formulagcdo convencional e da mmrdsdo, que demonstraram
diferencas estatisticas significativas (p<0,01,tetesle Mann Whitney) foram,
respectivamente: Cmax 0,¥60,87 pg/mL; ASQA3,63vs 37,52ug/mL.h. Os niveis de
creatinina plasmatica encontrados no grupo de amim#e recebeu a microemulséo
foram significativamente menores daqueles quebereen a formulacédo comercial
(ANOVA, p=0,002). Concluindo, o perfil farmacociicet e nefrotoxicidade da AmB
mostrou diferencas significativas entre a formubacanvencional e a microemulsao
desenvolvida neste trabalho, que proporcionou atomesignificativo da
biodisponibilidade oral do farmaco sem observagiefdito nefrotoxico.

Palavras-chave: sistemas de liberacdo de farmacos, microemulsigstericina B,

farmacocinética.
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Abstract

Abstract
Amphotericin B (AmB) is the drug of choice for they of invasive fungal infections,
an important cause of morbidity and mortality amemgnunodeficient patients. The
high toxicity of AmB in its conventional formulatiochave induced the development of
innovative formulations for the drug administratiomn this work, oil-in-water
microemulsions containing soya phosphatidylcholineerf 20 (1:1) as surfactant,

captex™ 2%

as oil phase, and phosphate buffer 50mM, pH 7.2qagous phase were
studied in order to reduce AmB toxicity and inceeats oral absorption. Systems
obtained with different proportions of the compoisemwere described by pseudo-
ternary phase diagram. The microstructures of tysem were characterized by
dynamic light scattering (DLS), rheological behayipolarized light microscopy and
small angle X-ray scattering (SAXS). Was developed validated a fast and selective
HPLC method to determine AmB for application todstwf pharmacokinetic profile of
drug in rats. The nephrotoxicity of AmB was assdssg determining of rat plasma
creatinine after oral administration of the nowainfiulation (50 mg/kg) and comparing
with it a conventional formulation in the same ddsevas observed that the oil droplets
size increase when AmB is incorporated into thetesys The samples presented
Newtonian behavior depending on the system compositAn anti-thixotropic
behavior was found, as well, the viscosity increasghthe oil phase. The data showed
the formation of ordered structures with lamellalmaagements in the drug unloaded
systems and that order decrease with the drugpocation. The AmB incorporation
into the system was dependent on both the oil phadesurfactant. The interactions of
AmB with the systems can control both the drug Isitity and release rate. A linear

response of HPLC method over concentration rangg @ 5.0 pg.mt, * = 0.9996,

was obtained and the assay shows sensitivity, tsetgcand precision for the
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Abstract

investigation of pharmacokinetics of AmB. The ofabavailability of AmB in
microemulsion was approximately 3 times higher tf@arthe commercial formulation.
The pharmacokinetics parameters found for AmB ipicél and microemulsion
formulation that showed statistically significanfferences (p<0.01, Mann Whitney
test) were, respectively: Cmax 0.460.87 ug/mL; AUC13.63vs 37.52ug/mL.h. The
plasma creatinine for microemulsion group was $icgmtly lower when compared
with the elevated levels of cretinine in the comeradrformulation group (ANOVA,
p=0.002). In conclusion, the pharmacokinetic peoihd nephrotoxicity of AmB were
found to be highly formulation dependent and theroemulsion showed be able to
improve oral absorption of AmB without nephrotoxyci

Keywords: drug delivery systems, microemulsion, amphoter; pharmacokinetics
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1.Introducao:

Durante as ultimas décadas a incidéncia de infec@@i®gicas invasivas (IFIs)
apresentou um aumento significativo (PETRIKKOS &ISBA, 2007) sendo causa de
morbidade e mortalidade, principalmente em pacsemenodeprimidos (SHA@t al,
2007). A maioria dos fungos geralmente ndo causiblgmas em individuos saudaveis,
porém em pacientes com deficiéncia de imunidadempagk tornar devastadores (REX,
2006).

Muitos fatores tém contribuido para este quadrocgralmente situacdes clinicas
que alteram o0s mecanismos de defesa do organisai®, como neoplasias,
imunossupressao induzida em pacientes transplantadssociada a regimes intensivos
de quimioterapia, alta incidéncia da sindrome danmdeficiéncia adquirida (AIDS)
(KONTIYIANNIS et al, 2003; OSTERMANN& BRYAN, 2007), nutricdo parenteral,
longo tempo de permanéncia em unidades de terafgasiva e o uso irracional de
antibioticos, que reduz o numero de bactérias, itiedo o crescimento de fungos
(REX, 2006).

O aumento do numero de transplantes de célulagdi#othematopoiético e o
consequente aumento do niumero de pacientes conm¢Bdmnxerto Contra Hospedeiro
Transfusional” (DECHT) também pode ser associadauswento na frequéncia de IFls,
principalmente as causadas paspergilluse Candidaspp (CORDONNIERet a.l
2008).

A introdugdo de agentes imunossupressores de nevacdyp resultou no
surgimento de um novo grupo de pacientes que apeasealto risco de desenvolver
infecgBes fungicas, por exemplo, os acometidos gutrite reumatdide e colites

(OSTERMANN & BRYAN, 2007).
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Os casos mais comuns de IFIs oportunistas saodmgerCandida albicans
(SHAO et al, 2007) considerada a infecgdo fangica mais comum em pasien
hospitalizados e se manifesta por um quadro grasealtante da presenca de um grande
numero de patdbgenos na corrente sanguinea, que Sewdadquirido em unidades
hospitalares, e tem indice de mortalidade em tdmd0% (PETRIKKOS, 2007). Sua
incidéncia tem aumentado, sendo considerada umartampe causa de mortalidade em
pacientes com quadros criticos e imunodeprimidEs/&N et al, 2007).

A aspergilose invasiva (Al) ocorre predominanteraenem pacientes
imunodeprimidos e esta associada a altos indicesodlidade, que chegam a mais de
50% na maioria dos estudos (SHA&Gal.,2007).

Outros fungos emergentes coipgomicetes, Fusarium sgpScedosporium spp
tem apresentado relevancia nos casos de IFls (REKIB®, 2007). A exposicédo a
agentes azoélicos, transplantes de células do teeidmtopoiético, transplante hepatico,
candidiase no trato urindrio e envelhecimento dpulagdo estdo associados ao
aumento dos casos de infecgdes por estes patogeEdSAN et al, 2007).

Alguns dos fatores que contribuem para o aumeatoattalidade causado pelas
IFIs séo: falta de um diagnéstico precoce e coafjadevido a baixa sensibilidade e
especificidade das técnicas microbiologicas; difiade de se reconhecer os sintomas
da doenca, principalmente pela falta de respostigpdoientes que fazem uso de agentes
imunossupressores e o fato das terapias antifisgitsponiveis ndo apresentarem
respostas satisfatérias (KONTYIANNE al, 2003).

A anfotericina B (AmB) é um dos antibioticos mafstos para o tratamento de
micoses sistémicas (ESPOSIEDal, 2003; HERE et al, 2005; RAUL e EFRAIN,

2002; AMATOet al, 2008).
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E um agente antifiingico heptaénico obtido a pdsirculturas deéStreptomyces
nodosus(grupo dos Actinomicetos) (ESPOSITéE al, 2003), isolada em meados de
1955 e, desde entdo, apenas alguns agentes conargffdagica tornaram-se viaveis
para o tratamento das infec¢des fungicas sistémf@asome anfotericina deriva da
caracteristica anfotérica de sua estrutura molectdemando sais sollUveis tanto em
meio &cido como em meio béasico (FILIPPIN & SOUZA0A).

A molécula da AmB é composta por 37 atomos de carlfjormando um anel
macrociclico fechado por lactonizacdo; possui una@lei@a de duplas ligacdes
conjugadas nao-substituidas (heptaeno) e, na poopfsta, uma cadeia poli-
hidroxilada com sete grupos hidroxila livres, o thue confere caracteristica anfipética.
Em uma das extremidades da molécula, encontra-sesiaiuo micosamina (lactona)
com um grupamento amina livre, formando uma cadigiaral. A molécula tem
aproximadamente 24 A de comprimento, ou seja, dvalgmte a meia camada de
fosfolipidio (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

No balanco geral a molécula possui baixa solultlkdam agua, exigindo para sua
administrac@an vivouma disperséo coloidal do farmaco com o tensoal@smxicolato
de sodio (ESPOSIT@t al, 2003). Sua massa molecular é 924,1 g/mol (ARAUJO,

2005) e sua estrutura quimica esté apresentadiguna .

Figura 1: Férmula quimica da Anfotericina B
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E um po6 amarelo alaranjado, insolivel em agua, tamke em éter, soltvel em
dimetilsulféxido (DMSO) e em propano-1,2-diol e devente solivel em
dimetilformamida e em metanol. Tem pKas de 5,5 g@d@ os grupos carboxilato e
amino, respectivamente (MERK INDEX, 1996). O farma&cinstavel em faixas de pH
abaixo de 6 e acima de 9 e em presenca de luz, €aaigénio (ARAUJO, 2005).
Observa-se escurecimento gradual e decomposicateraperatura acima de 170°C
(MERK INDEX, 1996).

A molécula da AmB ¢é anfifilica e anfotérica. Posama extremidade polar e
outra apolar, responsaveis pela sua alta afinigeties esterois (colesterol e ergosterol)
das membranas celulares (BRISTH PHARMACOPEIA, 2003jue resulta na sua

excelente acao antifungica (INSELMAN# al, 2002; LUMBERASet al.,2003).

O mecanismo de acdo da AmB nas células fungicda gela inibicdo da sintese
de ergosterol, ocasionando a formacao de porogatde membranas lipidicas (Figura
2). A alteracdo da permeabilidade celular perrpibetanto, o escape de pequenos ions e
metabolitos, principalmente ions potassio, que gmawm desequilibrio eletrolitico e
homeostético e tem como resultado a inibicdo decerento e, eventualmente, a morte
celular (FILIPPIN & SOUZA, 2006). E necessario ndmero razoavel de mondmeros
associados, entre oito e doze, para que ocorran@afdo de poros na membrana

(ROSOFF, 1996).

Figura 2: Formacao de poros pela AmB na bicamada lipidisangembranas celulares

(FRANZINI, 2006).
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As ligacdes entre os esterdis das membranas @dutaa AmB ocorrem atraveés
de pontes de hidrogénio entre os grupamentos hidrdes esterdis e carboxila da
molécula de AmB ou por for¢cas de Van der Wallseeatrcadeia lateral do ergosterol
(dupla ligagdo do carbono 22) e o farmaco. No tetesessa dupla ligagdo ndo esta
presente o que deixa a molécula mais flexivelieulif seu contato intermolecular com
os macrolideos (ARAUJO, 2005), o que explica a mafinidade da AmB pelas células
fungicas do que pelas células animais, que contégoserol e colesterol,
respectivamente. No entanto sua acdo ndo € exxlnas células fangicas, sendo que
0S rins constituem o maior alvo para seus efeitmetérios, que pode gerar, muitas
vezes, a necessidade de interrupcao do tratam@ANNINI et al, 2004).

Outro mecanismo de acdo proposto para a AmB érautatdo dos macrofagos
mediante processos de oxidagdo e imunomodulacd@resenca de metabdlitos
oxidativos no meio, como peroéxido de hidrogéniopface a oxidacdo e a formacgéo de
radicais livres contribuindo para o aumento da jeefriidade da membrana celular e,
assim, potencializando a acéo do farmaco.

Moléculas de AmB em altas concentracdes se autxiass formando dimeros ou
agregados maiores (LARARIt al, 2004). Ambas as formas, monomérica e agregada,
podem formar canais em membranas contendo ergbdgtetoetanto, somente a forma
agregada é capaz de formar tais canais em memhrami@ndo colesterol (FILIPPIN &
SOUZA, 2006), que seria responsavel pela toxicidkd¢édo, uma das estratégias para
diminuir a toxicidade do farmaco é desenvolver oderivados ou formulacdes que
produzam agregados menos téxicos. (ARAUJO, 2005).

A absor¢do da AmB por via oral € minima (inferios%), por isso as infeccbes

sistémicas tem sido tratadas através de infusdwipandovenosa, sendo necessarios
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cuidados especiais com 0 paciente, como por exerhplgpitalizacdo (BENNETT,
2003).

Devido a sua baixa solubilidade, convencionalmentdiza-se a AmB em
associacdo com desoxicolato (D-AmB), tensoativo amapacidade de aumentar a
solubilidade do farmaco (LINCOPARt al, 2006). No entanto esta complexagdo tem
como resultado a formacdo de um sistema miceldévies quando na circulagédo
sanguinea e que libera o farmaco na sua formaasstciada toxica. A AmB também
pode ser transferida das micelas para lipoproteiea® reconhecimento dessas
particulas pelas células, principalmente do figagloym fator contribuinte para a
toxicidade (LARABI, 2004).

A AmB é comercializada desde 1956 na forma deigfdidzado associado ao
desoxicolato (FungizSh. E reconstituido em 10mL de soro glicosado 5%néordo
uma dispersdo micelar. A administracdo endovenesa der lenta, de 4 a 6 horas de
duragdo, para prevenir reacdes adversas associ@ada®pria infusdo. As doses
administradas variam de 0,5 a 1 mg/kg/dia. A AmBsageconstituicdo é estavel por 24
horas a 25°C e uma semana a 4°C.

A AmB apresenta dois tipos de reacdes tOxicas ipare toxicidade aguda,
relacionada a infusdo e toxicidade crdnica, efeiédrotdxico pronunciado que se
observa em tratamentos prolongados (INSELMA&tNl, 2002;BRIME et al, 2003;
ANTONIADOU & DUPONT, 2005).

As reacgbes adversas relacionadas a infusdo inclebne, calafrios, nausea,
vomitos, hipocalemia e arritmia cardiaca (INSELMANNal, 2002; BRIME et al,
2003). Essas reacdes estdo provavelmente ligadasdugdo de citocinas pro-

inflamatorias pelo farmaco (ANTONIADOU & DUPONT, @5).
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A nefrotoxicidade € definida como aumento nosisigéricos de creatinina e esta
associada com vasoconstricdo que leva a lesdonistpu@ a interagdo direta com as
membranas das celulas epiteliais resultando emandi&d tubular (ANTONIADOU &
DUPONT, 2005). Esse efeito é dose dependente araeteriza por perda de potassio e
magnésio, lesao tubular e insuficiéncia renal (BENIN, 2003).

Apesar da elevada toxicidade e da introducdo d&iagicos azoélicos sistémicos
na década de 1980 a poténcia, o espectro de agaajease 50 anos de experiéncia
clinica tém assegurado que a AmB permaneca comtatar de escolha no tratamento
da maioria das micoses sistémicas que acometemcigaimente pacientes
imunocomprometidos (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

No ambito hospitalar, na década de 90, devido @ faé disponibilidade de
formulac@es lipidicas tornou-se freqiiente a adrmmag&o da AmB veiculada em um
excipiente de caracteristicas lipofilicas, Intralfi®, preparada no momento da infusdo,
ja que nao se dispunham de estudos de estabilipeddemonstrassem quanto tempo se
podia armazenar antes do uso. A administracdo ¢esdato apresentou menor indice
de efeitos adversos e toxicidade comparada a fagéal convencional (em soro
glicosado 5%) (GALERA, 2000).

O uso de doses de D-AmB, mais efetivas que as ociorais (acima de
1,0mg/kg/dia), bem como seu uso profilatico, é thad pelos efeitos toxicos. Para
contornar esses problemas, vem sendo desenvolfodasilacbes menos toxicas e
novos métodos para veiculagcdo da AmB (FILIPPIN &JZ®@, 2006). Entre as opcdes
para reducdo da toxicidade da AmB pode-se utilipamulacdes lipidicas como
emulsdes lipidicas, microemulsdes, lipossomas epaaticulas (GUTIERREZ2t al,

2007).
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Sistemas lipidicos tém maior habilidade em retena@écula da AmB do que
micelas de tensoativos e liberam o farmaco lentéemea forma de mondmeros, assim
reduzindo a toxicidade para as células humanas ABAR2004).

Por mais de duas décadas, pesquisas vém sendiormias para a incorporacao
da AmB em sistemas lipidicos com a finalidade diuze a toxicidade e trés estao
comercialmente disponiveis (LARABI, 2004).

-ABLC: complexo lipidico com AmB de estrutura midthelar constituido de
diesteroilfosfatidilcolina (DMPC) e diesteroilfosfdilglicerol (DMPG) em razao molar
de 7:3 com 36 mol% de AmB (Abel&(FILIPPIN & SOUZA, 2006). Foi a primeira
formulacdo lipidica aprovada pelo FDA, em 1995. iDevao elevado tamanho de
particula é rapidamente eliminado da circulacdoo pabtema reticulo endotelial
(ROBSON & NAHATA, 1999).

E comercializado na forma de suspensio de 100m¢/2@administracéo é feita
por infusdo, apos diluicdo em soro glicosado 5% concentracao final de 1mg/mL; e
indicada a dose de 2,5mg/kg/dia por duas horasderttoa Em pacientes pediatricos
pode-se administrar uma concentragéo final méxism&rdg/mL, devido ao potencial
risco de anafilaxia.

As diluicbes em soro glicosado 5% sdo estaveis Gdroras a temperatura
ambiente e 15 horas sob refrigeracao e abrigod@ROBSON & NAHATA, 1999).

-ABCD: disperséo coloidal de AmB em sulfato de stdela sddica em razao
molar de 1:1, formulada em particulas discéides gAogil®);

Aprovado pelo FDA em 1996 para o tratamento deepées refratarios ou
intolerantes a AmB convencional.

E comercializado na forma de pé liofilizado e deeereconstituido em agua para

concentracdo de 5 mg/mL. Sua administracdo é geitanfusdo apos diluicdo em soro
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glicosado 5% em doses de 5 mg/kg/hora por duasshéranstabilidade fisica da
disperséo é um fator limitante, sendo esta fornduaestavel por 14 dias nas
concentracdes de 0,1 a 2 mg/mL a temperatura dnge25°C e protegido da luz
(ROBSON & NAHATA, 1999).

-AmBisome: preparacdo lipossdmica de vesiculas aomdlares pequenas,
constituidas de fosfatidilcolina de soja hidrogenad colesterol,
diesteroilfosfatidilglicerol (DMPG) e AmB em razamolar de 2:1: 0,8. 4
(AmBisomé®).

Aprovada pelo FDA em 1997. E comercializada na fode p6 liofilizado, deve
ser diluida em agua estéril alcancando concentrfédg@iocde 4mg/mL, sendo diluida em
soro glicosado 5% para administracao, alcancandoetdracao final de 1 a 2 mg/mL.
E estavel por 24 horas ap0Os reconstituicdo e 6shapaés diluicio em soro glicosado
(ROBSON & NAHATA, 1999).

A farmacocinética da AmB é relativamente complesegguindo um modelo bi ou
tricompartimental. Sua distribuicdo e eliminacdo patelem da formulagéo
administrada; isso se deve as caracteristica®{igiomicas, a configuragéo estrutural,
tamanho e composicao da cadeia dos lipidios.

A farmacocinética da AmB na formulacdo convencioadministrada por via
endovenosa é bastante conhecida. O farmaco siéulistmplamente por varios tecidos,
sendo que apenas 10% da dose permanecem no p&emalume de distribuicdo € de
aproximadamente 4L/kg, o que reflete a ampla Oisigéo tissular do farmaco
(GALLIS et al, 1990; CIPOLLE, 1986). Acumula-se fundamentalmemiefigado,
rins, pulméo, coragdo, musculos e glandulas adsehaja-se fortemente as proteinas

plasmaticas (90 a 95%)
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Em adultos, uma dose de 0,6 mg/kg administradaexfmg@io de 6 horas alcanca
concentragbes maximas &) € minimas (Gin) de 1 a 3 e 0,2 a 0,5 pg/mL
respectivamente.

Sua eliminagéo obedece a um comportamento bifésiow®ia vida em fase inicial
(t2 a) € de 24 a 48 horas, seguida de uma fase ter(tipdl) de 15 dias (GALLISet
al., 1990; CIPOLLE, 1986).

Apenas 3 a 5% do farmaco séo eliminados na foraitenada na urina (detectada
24 horas apo6s a administragéo).

O uso da AmB esta sendo limitado pelas dificuldatieadministracdo que exige
a permanéncia do paciente em hospital e pelo sen@al efeito nefrotéxico (AMATO
et al, 2008).

A baixa solubilidade da AmB em meio aquoso, suatalticidade nas dispersdes
convencionais e a baixa taxa de absorcdo por vel tem estimulado o
desenvolvimento de novos sistemas de administrdesie farmaco (ESPOSITE al,
2003; BRIMEet al, 2004).

Diante disto, muita atencdo tem sido dada as mmuusdHes (MESs), por sua
capacidade em aumentar a eficacia terapéuticargedas, permitindo a reducédo da
dose administrada e minimizando os efeitos colatgratenciais dos farmacos. Estes
sistemas sao capazes de compartimentalizar farnrmasogoticulas da fase interna, as
quais possuem propriedades fisico-quimicas bastaiferentes das do meio
dispersante, induzindo modificacdes nas propriesiduiigfarmacéuticas dos farmacos
incorporados (FORMARIZ, 2004). As MEs formam sistéamreservatorios, com
capacidade de modificar profundamente a velocidddeliberacdo de farmacos,
oferecendo beneficios que incluem o aumento ddiidiade e absorcdo e controle da

biodisponibilidade de farmacos. Como sistemas ves@ios podem alterar o0s
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parametros farmacocinéticos, aumentar o indicepéet&o e consequentemente
diminuir a toxicidade e aumentar a eficacia cliniafarmacos (FORMARI£t al,
2005, DALMORAEt al, 2001).

O termo microemulsao foi introduzido por Hoar e 8otan, em 1943, que
descreveram esses sistemas como transparentessiiitidos, obtidos por titulagéo
a partir de uma emulsdo comum, que apresenta adpéoso e quando adicionado
um alcool de cadeia média (co-tensoativo) se @ar{lGARTI & ASERIN, 1996).

As MEs sao definidas como sistemas transparerdessterizados pela mistura de
Oleo, agua, tensoativo e co-tensoativo, formando sistema termodinamicamente
estavel. Sdo geralmente caracterizados como agregafiéricos com diametro muito
pequeno, na faixa de 5 a 140 nm, enquanto que roetlid das goticulas de uma
emulsdo é da ordem de 0,1 um a 100 um. As MEs lagsifcadas como sistemas
coloidais com diametro de particula menor que Ycaomprimento de onda da luz
incidente e, portanto, ndo espalham luz. Estedapdica porque as MEs sao sistemas
opticamente transparentes. (AULTON, 2005; LAWREN@GEREES, 2000). Sé&o
capazes de solubilizar farmacos hidrofilicos, lifmds e anfifilicos (ESPOSIT@t al,
2003). Estes sistemas se formam espontaneamente nustura em proporgcoes
adequadas de seus componentes.

Dois tipos de MEs podem ser formados, O/A e A/@malde estruturas
bicontinuas em que agua e 6leo estdo separadasm@oimonocamada de tensoativo

(Figura 3). (CORRE/Aet al, 2005).
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Estrutura bicontinua

Figura 3. Representacdo esquematica da organizacado dasmidsdes (CASTILLO,
2002).

Na pratica as diferencas importantes entre as éesllEM) e as MEs sdo que as
primeiras devem apresentar excelente estabilidama do ponto de vista farmacéutico,
mas sdo fundamentalmente instaveis termodinamidanmeeneventualmente, separam
fases. Além disso, existe uma importante difereemparelacdo a aparéncia: EMs sao
opacas enquanto que MEs séo transparentes ouawspdrentes (LAWRENCEt al,
2000).

A possibilidade de formar microemulsdo depende ddarigo entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensaatideterminada ndo somente pela sua
estrutura quimica, mas também por outros fatoresocemperatura, forga iénica e a
presenca de co-tensoativo. A mistura de tensoatieas equilibrio hidrofilo-lipofilo
adequado proporciona a condicdo maxima de solabdiz do 6leo e da 4gua. Assim, a
formacdo da microemulsédo geralmente envolve a cwgho de trés a cinco
componentes, tais como tensoativo, agua, Oleo andgunecessario, 0 co-tensoativo

sendo que a orientacdo para sistemas O/A ou Akpéndlente das propriedades fisico-
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quimicas do tensoativo e do 6leo, da relacdo easreproporcdes tensoativo/co-
tensoativo e entre as proporcdes agua/dleo (FORMAREI, 2005).

Novas formulagbes baseadas em microemulsdo canteAchB para
administragédo endovenosa foram desenvolvidas, uiteando lecitina de soja como
tensoativo (MORENO, 2001) e outra combinando leaie polissorbato 80, sendo que
ambos 0s sistemas se mostraram viaveis por apaesemacteristicas de estabilidade e
menor toxicidade que a formulacdo convencionaleaglas em estudos de dose Unica
e dose multipla (MORENO, 2003).

BRIME e colaboradores (2004) demonstraram que aémmenor toxicidade a
administragdo de 1 mg/kg de AmB em microemulsdo ,OéAtabilizada por
fosfatidilcolina para aplicagdo por via endovenosgresentou boa eficacia e
estabilidade, sendo um sistema de liberacéo vjgaral o farmaco.

As propriedades anfifilicas dos tensoativos usa@opreparacado dos sistemas
influenciam na solubilizagdo de substancias lipad, favorecendo a
permeabilidade do farmaco na membrana biol6gicaalmente resultando no
aumento de sua concentracdo intracelular. Essesedapodem contribuir para o
aumento da absorcdo gastrintestinal de componemessibilitando sua
administracéo oral. (CORTESt al, 1997).

A potencialidade desses sistemas em aumentaraacabsde substancias no
trato gastrintestinal, conferir protecdo de sulisg®ncontra o meio, possibilitar a
vetorizacao, contribuir para maior adesao do p&eian tratamento pela facilidade de
administragéo e garantir a facilidade de produg@erh desse sistema uma importante
alternativa a ser explorada na veiculagdo de féaymemmbém para administracao por

via oral (FRANZINI, 2006).
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Dessa maneira é relevante o estudo de sistemasadares para AmB, na
tentativa de melhorar a relagdo risco/beneficiavés do aumento da absorgdo

gastrintestinal e diminuicéo dos efeitos colatefaigposta do presente trabalho.
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2.0bjetivos :

2.1. Objetivo Geral:
O presente estudo tem por objetivo o desenvolvilmdatmicroemulséoes para a
veiculacdo da AmB por via oral, com a finalidaddalerecer a absorcdo gastrintetinal

e minimizar problemas relacionados a toxicidadalren

2.2. Objetivos Especificos:

» Desenvolvimento e caracterizacao fisico-quimicantiasoemulsoes;

Desenvolvimento e validacdo de metodologia analifara quantificacdo da
AmB nas formulagbes, no meio de dissolucdo e enrianatoldgica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

* Incorporacdo da AmB nas MEs;

» Determinagéoin vitro, do perfil de dissolu¢éo do farmaco;

* Avaliacdo da disposicao cinética e parametros Ibmoigos relacionados a
nefrotoxicidade da formulagdo convencional de D-Aerf8 animais tratados
com dose Unica oral da formulagdo convencionalAde8 (D-AmB) e na

microemulsdo (ME-AmB) na dose de 50mg/kg.
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3.Material e Métodos:

3.1. Materiais

3.1.1. Matérias primas, reagentes e solventes:

v' Acetonitrila, J.T. Baker, HPLC;

v Acido fosférico, Synth, Brasil;

v Agua deionizada em sistema Milli Q com condutivield®,2pS. cn;
v Alcool metilico, Synth, Brasil;

v" Anfotericina B 900mcg/MG lote 05976/2007 (Cristfilia

v" Anforicin B, Cristalia;

v Diéster de acido caprico e caprilico com propildicol (Captex-208) Abitec
Corporation, Janesville, USA;

v' Dimetilsulféxido, Sigma Chemical Co

v' EDTA, Vetec, Brasil;

v Fosfatidilcolina de soja (Epikur6r200), Lucas Meyer, Alemanha;
v" Hidréxido de sédio, PA-ACS, Grupo Quimica Brasil;

v Lauril sulfato de sédio, Synth, Brasil;

v Monolaurato de sorbitano etoxilado (TweelPR®Idrich Chemicals;
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3.1.2. Equipamentos

v Agitador magnético Corning;

v Agitador Vortex;

v' Analisador de particulakight Scattering— Brookhaven Instruments Corporation,
modelo EMI 9863 — fonte de laser He-Ne 10mW, 51832nm — HUGHES; Auto
correlator 64 canais (Instituto de Quimica — UNESRaraquara);

v/ Balanca digital Ohaus;

v’ Bomba a vacuo, Tecnal — TE — 058;

v/ Coluna Symmetr® Cig, 5um, 100 A, 3,9 mm x 250 mm, 4,6 mm

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

v Espectrofotbmetro de UV-VIS, Hewlett Packard 8453ym HP UV-Visible
ChemStation Software;

v Estacao de dissolugéo Dissolution SRO plus, HaResearch, Chatsworth, USA;

v Filtros descartaveis para seringas, porosidade ®RZ orning® Incorporated;

v Membranas descartaveis para seringas, porosid28end), Corning’ Incorporated;

v Microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena

v’ Peagametro Quimis;

v Redbmetro Carri-med CSL 100 (TA Instruments;

v Sistema de cromatografia liquida (CLAE) Waters a&lte equipado com detector
UV-Vis 2487, operando a 409 nm, com injetor autocoat

v’ Sistema de purificagéo de agua MILLIPORMilli - Q Plus;

v" Ultracentrifuga HITACHI, modelo Himac CP 80

v" Ultrasom, Branson, modelo 1210;

v’ Ultrassom de haste - Sonicaldsltrasonic Liquid Processor modelo XL2020:;
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3.2. Métodos
3.2.1. Preparacdo dos sistemas estabilizados porsflatidilcolina de soja e
Tweerf20:

Os sistemas foram obtidos dissolvendo-se a fodtatitha de soja (FS) em
volumes previamente estabelecidos de fase olecaptdc 200) e de co-tensoativo
(Tweert' 20; Tw). A fase aquosa (tamp&do fosfato 50 mM pB) Toi adicionada,
fracionada em volumes de 0,5 mL, sob agitacdo ernexoEssa sequéncia de adicéo
facilita a homogeneizacdo da mistura, que foi suil@mea ultrassom de haste, com
poténcia 220 Watts, operando em modo descontimud®(@pminutos, com intervalos de
30 segundos a cada um minuto, a temperatura arabient

As amostras foram centrifugadas a 3800rpm por lbButms, para eliminar
residuos de titanio liberados pela haste de utimass

A escolha das propor¢cBes entre os componentesodasilés foi baseada em
trabalho previamente desenvolvido em nosso grupeedgquisa (WARGAFTIG, 2001)
visando o favorecimento da absorcdo gastrintestieafarmacos, e no trabalho de
CONSTANTINIDES e colaboradores (1995). A proporci@oFS/ Tw foi mantida fixa
em 1:1 para todos 0s experimentos.

Os ensaios utilizados para a caracterizagdo dtmmsis foram determinacdo do
raio hidrodindmico das goticulas por espalhameméndico de luz, determinagédo da
viscosidade, comportamento reolégico, microscopitud polarizada e espalhamento de
raios X a baixo angulo (SAXS).

A incorporacdo da AmB nos sistemas foi determinge#a adicdo do antifungico

em excesso diretamente a formulag&o previamenpaimea e quantificagdo por CLAE.
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3.2.2. Diagrama de fase para o sistema estabilizagor FS/Tw.

A partir de misturas de tensoativo/ co-tensoati#&/Tw) prepararam-se, em
triplicata, formulacdes de 3g com composicdo vagade 10 a 90% da mistura de
tensoativos. A este sistema foi adicionado Capteamo fase oleosa, em concentracées
decrescentes correspondentes de 90 a 10%. Cadaldgémn foi titulada com fase
aquosa, sob agitacdo em vortex e submetida asdtrapor 20 minutos a temperatura
ambiente.

Esse diagrama em forma de tridngulo equilateresamta em cada um de seus
vértices: proporcdo de 100% em massa de fase olE@3% em massa de fase aquosa e
100% em massa de mistura de tensoativos.

As alteracdes ocorridas nos sistemas a cada aigieotigua adicionada foram
analisadas visualmente.

Considerando as propor¢gdes dos componentes (sisersaativo, fase oleosa e
fase aquosa) apos titulacdo aquosa foi possivetrdigtar os pontos em que se deu a
transicéo de sistema opticamente transparentesjsieana opaco ou ainda separagao de
fases no diagrama de fase.

A partir destes dados foram selecionados sisteamaduncédo do volume de fase
interna (fase oleosa) e da porcentagem de tenesajive foram utilizados para estudo

das caracteristicas fisico-quimicas.
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3.2.3. Caracterizacéo fisico-quimica dos sistemaslecionados
Determinacao do raio hidrodinamico das goticulas paespalhamento de luz.
Prepararam-se 3g de cada formulacédo, que forariddd em tampé&o fosfato 50
mM pH 7,2, cuidadosamente filtradas em membranascd®ato de celulose de 022
e colocadas em frascos de cintilagao isentos dieap@@s frascos foram colocados na
camara de analise de modo que o feixe de lasefeasasse a dispersdo em toda a sua
extensdo. A luz espalhada é captada por um fotgoticdidor posicionando a 90°C do
feixe de laser que aumenta o sinal captado e @grara um sistema correlator no qual
os célculos sédo processados e enviados ao compurademperatura do sistema foi
mantida a 20°C, o comprimento de onda do lasedéob32 nm. Foram realizadas 10
determinacdes do diametro e indice de polidispatsidias goticulas, com duragédo de 5

minutos.

Andlise Reoldgica

As propriedades reoldgicas das formulagbes na mgase auséncia do farmaco
foram determinadas utilizando redmetro com geometone-placa. A amostra é
colocada sobre a placa e submetida a sucessivasdazles de cisalhamento pela acao
do movimento de rotacdo do cone. Dessa forma évebssonstruir o reograma de
tensdo de cisalhamento) (por taxa de cisalhamentg),( que possibilita o célculo da
viscosidade dindmica dos materiais. A vantagemadgebmetria é que nao ocorre
variacdo na tenséo de cisalhamento através daramnestque a distancia entre o cone e
a placa é muito pequena (da ordem de dezenas tenasrde microns), fazendo com
que a tensdo de cisalhamento seja praticamentermeif por toda a amostra

(TOKUMOTO, 1996).
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Utilizou-se placa de 4 cm de diametro e espacb5gen entre cone e placa. A
velocidade de cisalhamentp) empregada variou de 0 a 406 & cada medida teve
duracdo de 2 minutos. O comportamento reologico slskemas foi determinado
utilizando graficos representativos das curvas ragages e descendentes. Todas as

determinacdes foram realizadas em triplicata a 25°C

Microscopia de luz polarizada

A microscopia de luz polarizada (MLP) permite eatuestruturas anisotropicas e
birrefringentes. O microscopio de luz polarizadané microscopio no qual, junto ao
condensador, existe um polarizador, que orientana®s luminosas provenientes da
fonte de luz em uma so6 direcdo, em um sO planoal&ssacdes que uma substancia
birrefringente provoca na direcdo da propagacadozajeem um equipamento desse tipo,
sao feitas gracas ao analisador, um segundo sistenpalarizacéo, junto a ocular. O
maximo de luz € obtido quando o polarizador e aadbr estdo com eixos em paralelo
e, ao contrario, a luz extingue quando sdo perpaelaies (ABRAMOWITZ et al.,
2005).

As amostras selecionadas para analise foram cascsobre lamina de vidro,

cobertas com laminula e analisadas no microsc@biduz polarizada.

Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

A utilizagdo da técnica de espalhamento de rai@sb&ixo angulo (SAXS) na
caracterizagdo de sistemas € explicada pela plidsitd de se determinar o tamanho
médio e a distancia entre os objetos espalhadoew) goticulas, micelas ou estruturas
cristalinas. Além disso, essa técnica permite avaliestrutura de objetos espalhadores

mesmo que eles n&do estejam organizados de forraaamtd (CARVALHO, 2009).

Kelly Chrystina Pestana



Materiais e Métodos 22

As amostras selecionadas foram submetidas a edsdoepara se obter
informacdes sobre a estrutura e distribuicdo deamdnm dos objetos espalhadores do
sistema.

As medidas foram realizadas na estacdo de meditiasACSAS do Laboratorio
Nacional de Luz Sincroton (LNLS) em Campinas, queeguipado com um
monocromador A= 1,608&), uma camara de ionizagdo, um detector verticaime
analisador multicanal para registrar a intensiagimespalhamento.

O espalhamento das particulas existentes no sidt@nsabtraido da intensidade
total da amostra. As intensidades de todas as eamofiram medidas em unidades
relativas, mas para uma comparacdo quantitativapeadas foram normalizadas nas

mesmas condicdes experimentais.

3.2.4. Determinagdo da AmB em formulacdes e plasnper cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Foi desenvolvido e validado um método analiticam@adeterminacdo de AmB
em fluido biolégico por CLAE. A validacdo envolvestes de linearidade, seletividade,
precisao intra e inter ensaio, exatidao, limitegdentificacdo, limite de deteccdo e
estabilidade, de acordo com as normas estabelggedasANVISA (RE 899,de 29 de

maio de 2003).
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Sistema cromatografico

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida tta eficiéncia (CLAE) Waters
Alliance® equipado com detector UV-Vis 2487, operando a dAdf) coluna de fase
reversa SymmetfyCig, 5 um, 100 A, 3,9 mm x 250 mm, 4,6 mm com injetor
automatico. A fase movel foi constituida dos salesracetonitrila e solugcdo de EDTA
em agua 25mM, em gradiente (Tabelal) com inic&miho nas proporc¢des 35:65 com
vazéo de 0,4mL/min e o volume de cada injecao @all@tilizando detector UV-Vis

operando em comprimento de onda de 410nm.

Tabela 1: Sistema cromatografico em modo gradiente.

t (min) Acetonitrila (%) EDTA 0,0025M (%)
0 35 65
5 35 65
6 70 30
14 35 65
20 35 65

Curva analitica da AmB em metanol

A curva analitica foi obtida em intervalo de cortcagéo de 0,1 a 50pug/mL de
AmB utilizando metanol como solvente. As determies;foram feitas em triplicata por
CLAE utilizando detector UV-Vis operando em compzimto de onda de 410 nm.

Foi construida uma curva analitica de Ardsusarea do pico com o objetivo de

determinar a incorporacao do farmaco nas formutacde
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Curva analitica da AmB em solucdo tampéao

A curva analitica foi obtida em intervalo de cortcagéo de 0,1 a 5 mg/mL de
AmB tampéao fosfato acrescido de laurilsulfato dei®d,15% como solvente. As
determinacgdes foram feitas em triplicata por CLAiltzando detector UV-Vis operando
em comprimento de onda de 410 nm.

Foi construida uma curva de concentracdo de AmBusarea do pico com o

objetivo de quantificar o farmaco no meio receplimante o ensaio de dissolucéao.

Procedimento analitico

O procedimento ao qual se submeteu a amostra silmplanvolveu a precipitacao
de proteinas através da adicdo de metanol as asmosrproporcdo 2:1, agitacde em
vortex por 30 segundos, centrifugacdo a 3800rpm Zfbrminutos e injecdo do

sobrenadante, conforme descrito por BRIME et a0820

Curva analitica da AmB em plasma

Foi construida uma curva de concentracdo de AerBusarea do pico, através de
regressdo linear, em intervalo de concentracdo ,d850a 5ug/mL de AmB. As
determinacdes foram feitas em triplicata em comaefies de AmB de 0,05 aug/mL

por CLAE com detec¢cao UV-Vis operando em comprimmele onda de 410 nm.

3.2.5. Validacdo do método bioanalitico
Os limites de confianca do método bioanaliticofodeterminados de acordo com
as normas estabelecidas pela ANVISA (RE 899, 29 2@03) a partir dos parametros:
Linearidade: A avaliagdo da linearidade foi realizada através ashalise de

amostras de plasma adicionadas de concentracOoesemae AmB do que aquelas
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utilizadas para construcdo da curva de calibraQamétodo € considerado linear até a
maior concentracao analisada com coeficiente dagzar menor que 15%. As amostras
foram analisadas em triplicata.

Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ): Foi considerado como a menor
quantidade de um analito numa amostra que podédeterminada quantitativamente
com precisdo e exatiddo aceitavddeve ser, no minimo, cinco vezes superior a
qualquer interferéncia da amostra branco. A regpdst analito no LIQ deve ser
identificavel e reprodutivel com precisdo de 20%ités por cento) e exatidao de 80 -
120 % (oitenta a cento e vinte por cento). Est@rpatro foi estabelecido por meio da
analise de matriz biolégica contendo concentrad@esescentes do analito até o menor
nivel quantificavel com preciséo e exatidao aceigutilizando-se 5 (cinco) amostras
de padrdes.

Limite de Deteccgéo (LD):E definido como a menor concentra¢do de um analito
que o procedimento bioanalitico consegue difereruafiavelmente do ruido de fundo
e estabelecido por meio da andlise de solucdes odeentracoes conhecidas e
decrescentes do analito, até o menor nivel dect@ecomenda-se que o LD seja de 2
a 3 vezes superior ao ruido da linha de base ado mé fundo quando se analisa o
branco de amostra.

Precisdo intraensaios (repetibilidade)e interensaios (reprodutibilidade): A
precisdo do método foi avaliada através dos ceefies de variacdo obtidos pela analise
de amostras de plasma acrescidos de AmB em 3 domgies (baixa; 0,126g. mL™;
média 1ug. mL* e alta 5pg. mL*) durante 5 dias consecutivos (inter ensaios) & em
replicatas num mesmo ensaio (intraensaio).

Exatidao: A exatiddo (% de erro sistematico) foi obtida petacordancia dos

resultados obtidos experimentalmente com os vated&os do farmaco na amostra.
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Seletividade: A interferéncia de outros farmacos em um regimapg@utico foi
avaliada através da injecdo de solucdes padrameoetracdes similares as observadas
no plasma quando sado administrados na dose tei@pébs tempos de retencdo foram
comparados com o da AmB nas condi¢cbes cromatogsaéistabelecidas. Os farmacos
utilizados neste ensaio foram: AAS, cafeina, cetazol, diclofenaco sodico, dipirona,
fluconazol, itraconazol, paracetamol, prednisonedpisolona, tetraciclina, zidovudina.

Estabilidade: O ensaio de estabilidade verifica se a concerdrdgdsubstancia
sofre alteracdes apdés um periodo especifico dezamamento pré-processamento
laboratorial.

As aliquotas foram preparadas em duas concentrag@esntes, baixa e alta, em
triplicatas, como estabelecido pela RE 899 da AMVIS

 Estabilidade de curta duracdo: As amostras perresar®@c a temperatura
ambiente por 24 horas, foram analisadas e o0s adsgltcomparados com aqueles
obtidos da analise das amostras recém-preparadas.

« Estabilidade apés ciclos de congelamento e deskongato: As amostras foram
congeladas a temperatura de -20°C por 24 horasosem#io submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente. Quandoetamente descongeladas foram
novamente congeladas a temperatura indicada paR#zhoras, e assim suscessivemnte
até completar 3 ciclos. O farmaco foi quantificams o terceiro ciclo e os valores
comparados com os obtidos na andlise das amost@spreparadas

* Estabilidade de longa duracdo: O tempo de armazamandeve exceder o
intervalo de tempo compreendido entre a coletarid@epra amostra e analise da ultima,
de acordo com o cronograma. A temperatura deveodapir a recomendada para

armazenamento da amostra, geralmente 20°C.
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3.2.6. Determinacao da incorporacdo da AmB nas MEs.

Farmaco em excesso foi adicionado diretamentéorasulacbes previamente
preparadas até que se observasse a formacdo dpitpdec As amostras foram
submetidas a ultrassom em modo descontinuo porird@tas com pulso de 30 segundos
a cada 1 minuto, a temperatura ambiente e em segaitdrifugadas a 3800 rpm por 15
minutos, para eliminar o excesso de farmaco nawpocado.

O sobrenadante foi diluido em metanol e submetapracedimento descrito no

item 3.2.4 para a quantificacdo da AmB na formwaca

Determinacédo das densidades das MEs
A densidade foi determinada pela pesagem de qaaed exatas de cada
formulacao utilizando-se pipetas volumétricas dal2limpas e secas, utilizando-se a

Equacao 1:

-m
d=g 1)

Esse parametro foi utilizado para calcular o volulaéase oleosa dos sistemas.

Determinacdo do volume de fase oleosa.
O volume de fase oleosa foi calculado, atravésgia€fo 2 com a finalidade de
se relacionar a incorporagdao da AmB em funcéo danve de fase oleosa do sistema.
®=1-(wd) (2)
Sendo:
®= volume de fase oleosa;
6= densidade da ME;

w= massa de fase externa.
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3.2.7. Estudo do perfil de dissolu¢am vitro
Para o estudo de dissolugaovitro utilizou-se o modelo da célula de difusédo em

sistema estatico do tipo Franz adaptada ao equigarde dissolucéo (Figura 4).

(h)

L E o anel de borracha

Al H——r formulagio

g
& membrana em contato
com solucio receptora

Figura 4. Esquema da célula de difusdo adaptada ao equiparde dissolucéo.
(a) abertura para coleta de amostra e reposicien({tada do dispositivo para agitacao
do meio, (c) abertura para colocacdo do tubo conembrana (a esquerdagsquema
da célula de difusdo adaptada ao equipamento seluigsio (a direita) (URBAN, 2004).

O dispositivo apresenta uma tampa com trés absrtseado uma para coleta e
reposicao do meio de dissolugdo, uma, no centng paentrada do dispositivo de
agitacao e a terceira para a introducao de undodide vidro que fica em contato com o
meio receptor no qual é colocada uma membranaedataale celulose, fixada por meio
de um anel de borracha, sobre a qual é adicionadwatra.

A concentragdo de soluto no meio ndo deve alcamegas de 10 a 15% de sua
solubilidade maxima. Para isso € utilizado granolarme de meio de dissolucéo, que é
reposto a cada aliquota retirada. Pode-se dizé&oeaqnie a concentracdo de farmaco
dissolvido em um tempbé muito menor que sua solubilidade no meio receft® tal

parametro é mantido, diz-se que o teste esta smmdiuzido sob aink condition o que
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permite a difusdo do farmaco através de um graglidatconcentracdo (GENNARO,
2000).

Foram utilizados como solugcdo receptora 25 mL depée fosfato pH 2,5
acrescido de laurilsulfato de sodio 0,15%. O expenito foi conduzido a 37+ 0,5°C e a
solucéo receptora foi mantida em constante agitad@®+ 0,2 rpm.

As amostras da solucao receptora foram coletadamtervalos de 15 minutos
nas primeiras horas e depois a cada 30 minutoteriRwmente a coleta das aliquotas, o
volume retirado foi reposto com meio receptor aroifeitos calculos para a correcédo da
diluicdo. Esse procedimento é imprescindivel paaater asink condition.

A quantidade de farmaco liberado foi determinada@IoAE utilizando detector

UV-Vis operando com comprimento de onda de 410nm
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3.2.8. Avaliacaan vivo.

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso ongeli250g, provenientes do
biotério central da Universidade Estadual PaulisfdESP, em Botucatu. Os animais
foram transferidos para o biotério do DepartameatgoPrincipios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias FarmacéutitzadJNESP de Araraquara, e
mantidos em condi¢des controladas de temperat8fad2 1), umidade (55% 5) e luz
(ciclo 12/12h), receberam alimento e agua a vontade

O protocolo experimental foi aprovado pelo ComiéHKtica em Pesquisa desta

faculdade (Protocolo CEP/FCF/CAr n°03/2006).

3.2.9. Protocolo experimental
Os animais foram submetidos a jejum por 8 horagsamta administracdo das
formulac6es e receberam agua a vontade. Os expgasforam realizados na fase de
claro. Utilizou-se um total de 50 animais distritng nos seguintes grupos:

e Grupo |: animais tratados com 1 mg/kg de D-AmB, belus em dose Unica (n
= 10). Neste grupo foram obtidas informacdes retamilas ao perfil de disposicédo

cinética da AmB na formulacéo administrada porevidovenosa.

* Grupo II: animais tratados com 50mg/kg de D-AmB, por gavagem dose
tnica (n = 20). Neste grupo foram obtidas infornescdelacionadas aos parametros
farmacocinéticos da AmB administrada por via oral formulacdo convencional e

desenvolvimento de dano renal por exposi¢cédo d@stalacao.

e Grupo lll: animais tratados com 50mg/kg de AmB na microenaylgior
gavagem, em dose unica (n=20). Neste grupo obtivseminformacdes relacionadas aos
parametros farmacocinéticos da AmB administrada per oral na formulacéo

microemulsionada e desenvolvimento de dano remaxjmsicao a esta formulacgéo.
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A farmacocinética da AmB foi investigada com baseralacdo concentracao
plasmaticaversustempo, construida a partir de amostras de sat@atadas nos tempos
30minutos; 1, 2; 4; 8; 12, 24, 48 e 72 horas. Rada tempo de coleta foram
empregadas 5 replicatas. Os animais tiveram duatasale sangue feitas pela cauda e
uma atraves decapitacdo. Este procedimento estéodeéo com o Guia de Boas Préticas

de administracdo de substéancias e coleta de saegadmais (DIEHLet al, 2001).

3.2.10. Avaliacéo farmacocinética

A disposicéo cinética da AmB foi avaliada ap0s amistiacdo de dose Unica das
formulacdes em diferentes grupos de animais evyielia (1 mg/kg) e por gavagem (50
mg/kg). Os parametros farmacocinéticos foram cattng com base nas curvas
concentracdo plasmatiogersustempo, construidas a partir de amostras de sangue
coletadas nos tempos 30minutos; 1, 2; 4; 8; 12484, 72 horas.

As meias-vidas e as constantes de velocidade miénatfdo foram determinadas
pelo modelo bicompartimental, que melhor se adajpiosi dados experimentais. As
constantes de velocidade foram calculadas atravésjuacdo 0,693/ e as meias vidas
foram obtidas a partir do método grafiés areas sob as curvas de 0 ao tempo de coleta
(ASC*"? foram calculadas através do método dos trapezdias areas sob as curvas
do tempo 0 ao infinito (ASC’) foram calculadas através da equac&o3:

ASC = ASC*"? + (Cp/Kel) (3)
Foi calculada a biodisponibilidade oral da AmBaaés da comparacédo das ASC

obtidas na administracao iv e pela via oral das florenulacdes, utilizando a equacéo 4:

Foral (%) = ( ASCoral _Doseiv jX1OO @

ASCiv  Doseoral
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As ASC’™ foram utilizadas nos célculos diearancetotal (Cl=dose/ASC) e do volume

de distribuicdo (Vd= Cf).

3.2.11. Avaliacao dos niveis creatinina

Este parametro foi utilizado como marcador indirdéo danos renais induzidos
pelo farmaco aos animais submetidos ao tratamemtofomB por via oral.

A determinagdo dos niveis de creatinina nas ansosteaplasma foi realizada
através do método colorimétrico. A creatinina ga@gitomponentes presentes no plasma
reagem com picrato em meio alcalino formando umpdero de cor vermelha que é
medido fotometricamente. Entdo se adiciona um féeadite que diminui o pH para 5
promovendo a decomposicdo do picrato de creatipeananecendo inalterada a cor
dos cromogenos, que também é medida fotometricem@ntliferenca entra as duas

leituras fornece o valor verdadeiro de creatinina

3.2.12. Andlise estatistica

Os parametros farmacocinéticos de cada grupo fapgesentados como médias
e desvios padrdo. A comparacdo dos parametros daong&ticos entre os grupos foi
realizada através da aplicacao do teste Student para os dados paramétricos e teste de
Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. O&npros bioquimicos foram
comparados pelo teste ANOVA.

Foram empregados os programas SigmaStat e Grajtd®atl. Os calculos das
curvas analiticas e coeficiente de variacdo (CV%rarh realizados através dos

programas Origin e Sigma Plot.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Diagrama de fase

Os diagramas de fase pseudoternarios, 0os quaigedest em que condicdes
experimentais 0s componentes devem ser combinados formar preparacdes
opticamente transparentes é de extrema relevaace g caracterizacdo dos sistemas
microemulsionados (OLIVEIRAL al, 2004). Para as microemulsdes estabilizadas com
fosfatidilcolina de soja/tween o diagrama de fagsssdudoternario descreve uma ampla
faixa de possibilidades para a obtencdo de regdms que dominam sistemas
transparentes no diagrama de fases onde microessu®@ prevalecem (FORMARIZ,
2004).

Os tensoativos usados neste trabalho foram sesstbgnbaseados em estudos
prévios de formulacfes contendo varias propor¢&$vir que resultaram em diferentes
valores de EHL (equilibrio hidréfilo-lipéfilo) (WABAFTIG, 2001). O EHL descreve a
atracdo simultdnea da mistura de tensoativos psk dleosa e aquosa. Esta condicéo
favorece a diminuicdo da energia livre do siste@uaando FS e Tw s&o incorporados a
uma combinacdo de 6leo e tampao as moléculas deati&ro podem estar localizadas
na interface 6leo-dgua, o que é termodinamicamémteravel a estabilizacdo do
sistema. A proporcao FS/Tw 1:1 (p/p) foi estabel@@ fim de se obter valor de EHL
que resultasse em um sistema transparente utiizalmpteX como fase oleosa
(WARGAFTIG, 2001).

Para os sistemas contendo ou ndo AmB as regiddsrdaio obtidas para as
microemulsdes O/A foram muito similares (Figural$gsta regido, particularmente de
interesse para as formulacbes de microemulsde®riamsilacbes foram selecionadas

visando obter sistemas 6leo em agua. Embora osadiag de fase descritos na Figura 5
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estejam ilustrados apenas com a intencéo de des@eegido utilizada neste estudo, os
resultados obtidos sdo muito interessantes e déraongjue as MEs existem em

condi¢des de diluicao infinita com fase aquosap@#os A até D destacados na Figura
5 representam as composi¢cOes especificas das &wdes! variando-se a propor¢do de

fase oleosa e os pontos E até G representam ag@esida proporcao de tensoativo.

Figura 5: Diagrama de fases pseudoternario de sistemas conkSiTw T), CapteX™
(O) e sistema tampdoAj]. Legenda: § Microemulsdo vaziah) Microemulsao
carregada com AmB;ME) microemulsdo; MEV) Microemulsdo viscosaEM)
emulsdo; EMV) Emulsdo viscosao) composicdes especificas das ME’s estudadas, 25
°c.

Os dados da Figura 5 mostram que € possivel adicgnande volume de fase
aquosa e limitado volume de fase oleosa mantenestabilidade termodinamica dos

sistemas O/A. Para as microemulsdes contendo oAmé regides de microemulséo
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O/A foram verificadas no diagrama de fases dent lonites de 20% de fase oleosa,
sendo que apds esse limite os sistemas ficavamogpapresentando regides de
transicdo para as emulsdes convencionais. Traissdi8antas de emulsao (EM) para
microemulsdo (ME) puderam ser observadas. Na prasda AmB a area de ME
comecou a aparecer com aproximadamen¥% @@ fase aquosa (Figura 5). Na auséncia
de AmB a area de EM foi menor que na presencardmaff Figura 5a-b). Dependendo
do contetudo de fase oleosa um minimo de 25% dedasesa foi necessario para
formar as emulsdes convencionais. Na presenca dB, Anicroemulsdées com alto
conteudo de fase oleosa foram identificadas n@oegpm proporcdo de 0-25% de fase
aguosa e na auséncia de AmB na fixa de 0-35%.dPavas os diagramas de fases (com
e sem AmB) as ME A/O permitiram a diluicdo infinkam fase oleosa mantendo a
estabilidade termodinamica do sistema (Figura 5).

Sistemas microemulsionados convergem para os dwitces dos diagramas
pseudoternarios onde predominam as fases agudsasaorespectivamente, (Figura 5)
separadas por uma regiao de transicdo opaca coroestizitura interna diferente, mas
que pode ser transformada em microemulsdo A/O @y @¥pendendo da proporcao
entre as fases aquosa e oleosa. Assim, quand@ergfio de fase oleosa foi aumentada
0 sistema tornou-se opaco, indicando a mudancaicra@estrutura interna. De fato, as
medidas reologicas mostraram que quando a fassaolaomentou e a proporcédo de
tensoativo diminuiu a viscosidade aparente dosre&$ aumentou, permitindo a
formacdo de sistemas liquidos mais organizadoggkio restante do diagrama de fases
representado por sistemas opacos envolve emulsdesrcionais (EM). Aléem disso,
foi verificado que na regido de interesse dos dags de fases, a qual representa ME

A/O, com alto conteddo de fase aquosa, a incorporaga AmB n&o alterou
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significativamente a regido de ME A/O no diagraneafases (Figura 5). Os sistemas
permaneceram isotrépicos, opticamente transparentgsds centrifugacédo a 8.500 (xQg)
por 15 minutos nenhuma sedimentacdo ou separacafasés acorreu. Assim, a
estabilizacdo dos sistemas contendo FC/Tw propwoaiccondicdes préprias para a
reducédo da tenséo interfacial permitindo a formagéofase interna com o menor
didmetro possivel, para a obtencdo de sistemasaomite transparentes (KEGIEL
al., 1999; LINDMAN & FRIBERG, 1999)

Embora néo tenha sido representada nos diagranfasejea presenca de sistemas
do emulsionados com alta viscosidade, em altasopgOps de tensoativo e pequenas
proporcdes de fases aquosa e oleosa, muito proventsd é devido as propriedades da
fosfatidilcolina, a qual possui valor de EHL préxinde 4, sendo capaz de gelificar
quando absorve pequenas propor¢des de agua (CORMEILL1986; TROTTA, 1999;
TROTTA et al, 2002). Dessa forma com aumento na proporcaaskedleosa pode-se
observar aumento significativo da viscosidade. &y@dima de fases descrito na Figura 5
fundamentou a selecdo dos alguns sistemas de Sisgefgara caracterizacdo fisico-

quimica (Tabela 2).
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Tabela2: Composicao das MEs selecionadas para a sequéntibdlho.

Formula Fase aquosa Fase oleosa Tensoativo
(% m/m) (% m/m) (%om/m)
A 77 3 20
B 74 6 20
C 70 10 20
D 63 17 20
E 80 10 10
F 75 10 15
C 70 10 20
G 65 10 25

As formulacdes selecionadas foram divididas em dpigos: no primeiro, a
proporgao de tensoativo foi mantida constante e¥, 2@riando-se a fase oleosa de 3 a
17% (A-D) e, no segundo grupo, a fase oleosa faitisha em 10%, variando-se o
tensoativo de 10 a 25% (E-G).

Com a caracterizacdo desses sistemas é possiliat avefeito da fase oleosa e do
tensoativo nas caracteristicas fisico-quimicasiskersa e sua influéncia no perfil de

liberagéo do farmaco.

4.2. Caracterizagéo fisico-quimica das MEs

Devido a grande variedade de estruturas, a cazstéo de sistemas destes tipos é
uma tarefa dificil e, por essa razdo, muitas té&ni@m sendo desenvolvidas com esta
finalidade. Em geral, utiliza-se uma combinac&otatesécnicas para obter-se uma
caracterizagdo mais precisa. Entre estas, as &&cdie espalhamento de luz sdo de
ampla utilizagcdo e compreendem, principalmentealagmento dinamico de luz (DLS)

e espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS).
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4.2.1. Determinacdo do raio hidrodindmico das gotitas por espalhamento
dindmico de luz.

O raio hidrodinamico rg) das goticulas foi medido utilizando a técnica de
espalhamento dinamico de luz. Esta técnica forne@@o hidrodindmico de particulas
coloidais, através da variacdo do espalhamentoudechusado pelo movimento
Browniano das goticulas

Como o coeficiente de difusdo diminui quangocaumenta, é necessario realizar
diluicbes das amostras a fima@lee a concentragdo das goticulas néo interfirafuséa.
Deve-se dar atencédo especial para a temperatusc@sidade, uma vez que pequena
variagcdo desses parametros pode levar a erros eesmdchacbes de tamanho
(ABOFAZELI et al, 2000).

A técnica consiste em atravessar determinada amostn um feixe de laser,
geralmente He-Ne 532 nm, de modo que as goticuésemes no meio espalhem a luz.
A luz espalhada é captada por um sinal que é emaadcorrelator, no qual se da o
processamento dos dados. Estes sdo enviadosrpasaftware que realiza os calculos
fornecendo os valores de tamanho médio e indipolittispersidade, entre outros.

A intensidade da luz espalhada é medida em difeseirigulos sendo que, devido
ao movimento Browniano das particulas, o espalhtoneoorre em varias direcdes
(GRASSI, 2006).

A determinacdo de tamanho das goticulas foi reddizmra as amostras descritas

na Tabela 3 e o ensaio foi realizado em triplicata.
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Tabela 3:Raio hidrodinadmico das goticulas

Raio HidrodinAmico das Goticulasgn)
Formulagao Auséncia da AmB Presenca da AmB
Média DP Média DP
A (77%A; 3%0; 20%T) 37,7 0,2 141,6 7,4
B (74%A; 6%0; 20%T) 41,8 0,2 157,5 4,4
C (70%A; 10%0; 20%T) 42,5 0,1 161,7 10,0
D (63%A; 17%0; 20%T) 62,0 0,7 165,0 2,9
E (80%A; 10%0; 10%T) 68,3 0,4 205,7 5,4
F (75%A; 10%0; 15%T) 46,4 0,2 186,7 8,8
C (70%A; 10%0; 20%T) 42,5 0,1 161,7 10,0
G (65%A; 10%0; 25%T) 34,1 0,2 81,9 1,6

A Figura 6 mostra a relacdo entre o raio das glaigce a porcentagem de fase

oleosa na presenca e na auséncia da AmB.

w 5 B
=
=
_E 120
=
g
8=
= 80 -
=
i g
2 e
m“ 40 4 ti_______l}——_ [#]

n T N T

4 B 12 16

Fase (leosa (%)

Figura 6. Variacao do raio hidrodinamico das goticulas encéio da porcentagem de

fase oleosa na presenca e auséncia de AmB.
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Na auséncia de AmB, o raio hidrodindmico nao apteseaumento significativo
com a concentracdo de fase oleosa, sugerindo uneraoinmo namero de goticulas
dispersas por unidade de volume. Este fato denzoaste a propor¢do de tensoativo
presente é suficiente para estabilizar a energimmescente da interface, criada com o
aumento da area interfacial durante a divisdo désudas da fase interna oleosa. Por
outro lado, quando o farmaco foi adicionado a@sist, houve um aumento de cerca de
guatro vezes do raio hidrodinamico, devido ao camgmto da cadeia carbonica da
molécula de AmB, a qual particiona na interface<lgua aumentando o volume local
das goticulas. No entanto, entre as amostras im@m@as com AmB, o0 raio
hidrodindmico nao apresentou diferenca signifieatiom o aumento da concentracdo de
fase oleosa, 0 que sugere igual eficiéncia do &iveona estabilizagdo das goticulas na
presenca do farmaco.

A Figura 7 mostra a variagdo do raio hidrodinandes goticulas de fase interna

em fungéo da porcentagem de tensoativo, na presesgséncia da AmB.

240
w0 F——0

El T

=

= 160

_‘f-

g

o

5 120-

2

=

80

[=]

e

® ] -
9 e N
0 ' ¥ y .

10 15 20 25

Tensoativo (%)

Figura 7. Variacao do raio hidrodinamico das goticulas encéio da porcentagem de

tensoativo na presenca e auséncia de AmB.
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Pode-se observar que tanto na auséncia como nanpsesle AmB o raio
hidrodindmico das goticulas diminui com o aumergg@drcentagem de tensoativo. Um
dos fatores importantes na definicdo das dimentda&is das goticulas de fase interna
oleosa da microemulsdo € a proporcado de tensoamtiviormulacdo. O aumento da
concentracdo de tensoativo deve reduzir o diangetsogoticulas para valores minimos,
0s quais dependem da capacidade das moléculas ndoateo em particionar
favoravelmente na interface 6leo-agua reduzindoemsao interfacial nha mesma

propor¢do. Desta forma, pode-se afirmar que quauaior o grau de reducao da tensao

interfacial, menor é o didmetro das goticulas (NURA et al, 2004).

4.2.2. Comportamento reoldgico

Reologia é o termo formalmente introduzido por Bemgp em 1929 para designar
o0 estudo do fluxo e deformacgéo de materiais. Refer@o comportamento macroscopico
de um material sob fluxo ou deformacé&o e deterrairzes propriedades nao-lineares. O
estudo reologico visa estabelecer relagdo entrerawepso microestrutural e o
comportamento macroscopico (GRAS$ kI, 2006). Consiste no estudo do escoamento
ou deformacdo do material quando submetido a umsfiee O método € aplicavel na
caracterizagdo de sistemas microemulsionados, @@smportamento do fluido esta
relacionado com o tipo e grau de organizacdo dterss (interacdes entre seus
componentes). Também permite avaliar o efeito dévasl na formulagdo (SCOTT,
2000; FORMARIZet al, 2005).

Na éarea farmacéutica as medicBes reologicas samasigsara caracterizar a
facilidade com que o material escoa de um frasdoorabeamento de um produto do

equipamento em um processo industrial, o espalhantenum creme ou logéo sobre a
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pele e a passagem do produto pelo orificio de uyntha (GENNARO, 2000; WOOD,
2001; ALMEIDA e BAHIA, 2003).

A correlagao entre tenséo de cisalhamento e taxasdthamento que define o
comportamento de fluxo de um liquido é mostradafiqgnaaente em diagramas
chamados de curvas de flux®s diferentes tipos de curva de fluxo tém seus
correspondentes tipos de curva de viscosidade.uAsas de fluxo representam duas
partes do experimento, a curva ascendente queaindicaumento da taxa de
cisalhamento, e a curva descendente, quando a dexaisalhamento € reduzida
continuamente (SCHRAMM, 2006).

A curva ascendente representa 0 comportamento wko,flque pode ser
newtoniano, pseudoplastico, plastico e dilatante.

O fluxo newtoniano € representado por uma retarazao de todos os pares de
valores de tensdo e taxa de cisalhamento pert@scenessa reta é constante. Isso
significa que a viscosidade nao é afetada por nmgagana taxa de cisalhamento, ja que
ela é determinada pela tangente do angulo

O fluxo é pseudoplastico quando o sistema sofreindigio de viscosidade
quando a taxa de cisalhamento aumenta. Esse aurfaaicece a reorientacdo das
particulas rigidas na direcdo do fluxo, e as igfia intermoleculares que causam
resisténcia ao fluxo tornam-se menores, provocandbnamento do fluxo, conhecido
por shear thinning

O fluxo plastico é descrito como os pseudoplastiabsis com limite de
escoamento, e na curva intercepta a ordenada ndagean, mas no ponto criticgi€ld

point).
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O comportamento de fluxo dilatante é caracterizaglo aumento da viscosidade
guando a taxa de cisalhamento aumenta (SCHRAMM;)200

A partir da curva descendente obtemos informactastq a tixotropia do sistema.
Um liguido tixotrépico € definido pelo seu potenhdig ter uma estrutura reversivel,
sempre que a amostra for mantida em repouso, enasdanca deve ser reprodutivel
diversas vezes. A reconstrugéo pode ser tempoendepte quando as curvas de ida e
de volta se sobreporem, indicando que o sisten&teevapidamente para sua estrutura
original. Serd tempo dependente quando a viscosidathenta mais lentamente do que
diminuiu inicialmente com @hear thining e entre as duas curvas forma uma éarea de
histerese, que define a magnitude da tixotropiaaEsea indica a energia necessaria
para quebrar a estrutura tixotrépica. Graficamemtaisterese da curva de fluxo gira no
sentido horario (SCHRAMM, 2006).

O comportamento reoldgico dos sistemas em estugwdtiado utilizando ensaios
de escoamento.

A Figura 8 mostra a influéncia da proporc¢éo da tdsesa sobre o comportamento
reolégico das MEs estabilizadas com 20% de tenspaiS/Tw 1:1, na auséncia do
farmaco. Em todas as proporcdes de fase oleosdaédsts; as curvas ascendentes
(simbolos cheios) mostraram comportamento Newtoniaois a tensao de cisalhamento
foi diretamente proporcional ao gradiente de cesaknto. Estes resultados sugerem que
as goticulas presentes no sistema néo apreserteE@acies com as vizinhancgas, ou seja,
se encontram isoladas uma das outras. Estes asmsttaturais sdo independentes da
porcentagem de fase oleosa estudada.

MEs apresentam comportamento Newtoniano, istafsigrque a viscosidade é

constante em funcao da tensao de cisalhamento.
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Para os sistemas preparados com propor¢gdes deolassa acima de 10%,
entretanto, o reograma revela a presenca de um dachisterese entre as curvas
ascendente (simbolos cheios) e descendente (sisnbakios) tipica de sistemas com
comportamento anti-tixotropico, que € mais pronahai na ME com 17% de fase

oleosa.

25

tenséo de cisalhamento (Pa)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
gradiente de cisalhamento (1/s)

Figura 8: Perfil reologico das MEs em funcao da proporcadade oleosa, na auséncia
de AmB. As curvas ascendentes e descendentes rept@sentadas, respectivamente,

por simbolos cheios e vazios.

O comportamento reologico das MEs na presengaadunato em fungcdo da
porcentagem de fase oleosa também foi avaliadagér& 9 mostra a relacdo da tenséo
de cisalhamento e gradiente de cisalhamento neemrasda AmB em funcdo da
porcentagem de fase oleosa. Observam-se aspetiatsirass idénticos as formulacdes
na auséncia do farmaco: comportamento Newtoniameseptando anti-tixotropia a
partir de 10% de fase oleosa. Estes resultadotarevgue a incorporacao do farmaco ao

sistema ndo induz nenhuma interacdo entre as fsieuo cisalhamento promove a

Kelly Chrystina Pestana



Resultados e Discussao 45

formagdo de novas estruturas o que favorece o aandn viscosidade quando o

gradiente de cisalhamento diminui.

o
S
-
3
S

s

ﬁt‘%ﬁ
N

tens&o de cisalhamento (Pa)

~
N

100 200 300 400

gradiente de cisalhamento (1/s) 6%
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tenséo de cisalhamento (Pa)

~ T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

gradiente de cisalhamento (1/s)

Figura 9: Perfil reolégico das MEs na presenca da AmB, vdoaa porcentagem de
fase oleosa. As curvas ascendentes e descendstitesapresentadas, respectivamente,
por simbolos cheios e vazios. Para uma melhor Nzsigao, a formulagdo com 17% de
fase oleosa foi mostrada separadamente.

As Figuras 10 e 11 mostram o efeito da porcentagentensoativo sobre o
comportamento reolégico dos sistemas na auséncigpresenca da AmB,
respectivamente. Observou-se comportamento sentelbas resultados do estudo do
efeito da fase oleosa, ou seja, comportamento Né&avto com carater anti-tixotrépico,
sugerindo que as goticulas presentes no sistemaapr@sentam interacbes com as
vizinhangas. Aumentando a porcentagem de tensoaligservou-se o aparecimento de
um lago de histerese entre as curvas ascendenescendlente, nas proporcdes de
tensoativo acima de 20%, revelando a influénciaemhsoativo sobre as propriedades

reoldgicas dos sistemas.
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Figura 10: Perfil reologico das MEs variando a porcentagentedsoativo na auséncia
da AmB. As curvas ascendentes e descendentesrept@sentadas, respectivamente,
por simbolos cheios e vazios. Para uma melhor zsigéo, a formulagdo com 25% de
fase oleosa foi apresentada separadamente.
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Figura 11: Perfil reolégico das MEs na presenca da AmB, vdoaa porcentagem de
fase oleosa. As curvas ascendentes e descendstitesapresentadas, respectivamente,
por simbolos cheios e vazios. Para uma melhor hzsigao, a formulacdo com 25% de

fase oleosa foi apresentada separadamente.
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Com base nos dados obtidos no estudo reolégidiizando um modelo de lei
de poténcia (equacao 5), calculou-se o valor dara garacterizar o comportamento de
fluxo (Newtoniano, pseudoplastico, plastico ou tdide) e k (indice de consisténcia)

para caracterizar a viscosidade do material.

r=k.)" (5)

em quey é atensédo de cisalhamento em Pa, k é o indicerdgsténciay é a taxa de

cisalhamento em’se n é o indice de comportamento.
Para todas as formulacdes, na presenca e auséni@erthco, os valores de n sdo
bem préximos de 1 e estdo apresentados nas TabBelas5, confirmando o

comportamento Newtoniano das amostras.

TABELA 4. Comportamento de fluxo (n) e indice de consiséf) para as
formulacdes preparadas com proporcoes fixas deddus e crescentes de fase oleosa

na presenca e auséncia da AmB.

ME Fase Oleosa (%) Sem AmB Com AmB
K n K n
A 3 0,0027 1 0,00871 0,94
B 0,0059 1,03 0,015 0,93
C 10 0,02 1,02 0,02 1
D 17 0,05 1,02 0,223 0,92
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TABELA 5. Comportamento de fluxo (n) e indice de consiséf) para as

formulacdes preparadas com concentracdes fixagsgeoleosa crescentes de tensoativo

na presenca e auséncia da AmB.

ME Tensoativo % Sem AmB Com AmB
K n K n
E 10 0,0037 0,91 0,00291 0,95
F 15 0,007 0,96 0,00525 0,94
C 20 0,02 1,02 0,02 1
G 25 0,14 1 0,234 0,95

A Figura 12 apresenta o indice de consisténciap@a as MEs na presenca e

auséncia do farmaco em funcao da porcentagem eeliessa.

0,25

0,20 -

0,15 -

0,10 -

0,05 -

Indice de concisténcia (Pa.s)

0,00 -

AmB-ME

ME

6 8 10

1

2

Fase Oleosa (%)

16 18

Figura 12. indice de consisténcia (K) para MEs na presengaséncia do farmaco em

funcdo da porcentagem de fase oleosa.

A figural2 mostra que os valores de K aumentam eoporcentagem de fase

oleosa, cerca de 18 vezes (de 0,0027 para 0,0praaasiséncia da AmB e cerca de 25

vezes (de 0,009 para 0,23 Pa.s) em sua presemgeopporacdo do farmaco nao alterou

significativamente a viscosidade do sistema, expeti@ a proporcdo maior de fase

oleosa (17%) em que a viscosidade da formulac@seida de AmB foi maior.
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Tipicamente, a viscosidade de sistemas 6leo-aguaraa com a fracdo de volume
de fase interna. Esse comportamento pode ser egorimodelos tedricos baseados na
hipotese de esferas rigidas dispersas em que @ticdoonsidera também a presenca da
camada de tensoativo ao redor do nicleo oleosdale a fase dispersa ocupa um
volume maior que o volume real da fase oleosa (GRAZ06).

A Figura 13 relaciona o indice de consisténciad#in a propor¢édo de tensoativos

para as MEs na presenca e auséncia da AmB

0,25 7 AmB-ME
0,20 -

0,15 - ME

0,10 -

indice de Concisténcia (Pa.s)

0,05 -

0,00 r T T T
10 15 20 25

[Tensoativo] (%)

Figura 13. indice de consisténcia (K) para MEs na presengaséncia do farmaco em
funcdo da porcentagem de tensoativo.

A Figura 13 mostra que os valores de K aumentam aoporcentagem de
tensoativo, além disso, um comportamento interéssanobservado: 0s sistemas
apresentam viscosidade semelhante na presencaéeciausia AmB. Este fenOmeno
ocorre com até 20% de tensoativo; acima desta pya@ppa viscosidade com AmB é
muito maior, 0 que sugere que o farmaco promoveeatonda distancia entre as
monocamadas, reduzindo o volume da fase internqueo altera a viscosidade do

sistema.
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E sabido que a fragdo volumétrica da fase disdrsa o diametro das goticulas
podem exercer forte influéncia sobre a viscosiddale emulsdes (PAL, 2000). PAL
(2000) sugere que, para valores reduzidos de volleniase @ <0,6), estes sistemas
exibem comportamento Newtoniano e com isto o tamatds goticulas ndo exerce
influéncia sobre sua viscosidade. Entretanto, para 0,6 as emulsdes apresentam
“shear thinning”, ou seja, “afinamento” com o cieahento. Com isto, a viscosidade
nestas condicdes é fortemente influenciada pelarthmdas goticulas.

A Tabela 6 mostra os valores calculados de voluenfask interna das MEs.

Tabela 6: Volume de fase interna das MEs

Formula Fase aquosa Fase oleosa Tensoativo Volume de fase

(% m/m) % m/m)  (%m/m) interna
A 7 3 20 0,233
B 74 6 20 0,270
C 70 10 20 0,323
D 63 17 20 0,413
E 80 10 10 0,212
F 75 10 15 0,261
C 70 10 20 0,323
G 65 10 25 0,420

No caso das formulagdes estudadas neste tralsblaria entre 0,2 a 0,4 (Tabela
5). A fase aquosa (externa, dispersante) é predotgnem relacdo a fase oleosa
(interna, dispersa), determinando que as gotidolasadas sejam “diluidas” no meio
dispersante, sem haver interacdes significativas &wizinhanca, justificando assim o

comportamento Newtoniano observado.
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4.2.3. Microscopia de luz polarizada

As caracteristicas estruturais de cada sistemanfaralisadas através de medidas
opticas. Uma maneira de classificar os sistemdsagés da determinacdo da isotropia
Optica através da técnica de microscopia de luarjzalda. Sob um plano de luz
polarizada a amostra é considerada anisotropifar smpaz de desviar o plano da luz
incidente e isotropica se ndo desviar a luz. (NOW ket al, 1992; BRINONet al,
1999; HYDE, 2001).

Materiais isotrépicos (ndo desviam a luz polarizadanisotropicos (desviam a luz
polarizada) podem ser distinguidos através dadeéae microscopia de luz polarizada.
As propriedades O6pticas dos materiais anisotroppmdem ser usadas para revelar
informacfes sobre a estrutura e composicdo dosrimateAssim, 0S materiais
isotrépicos devem ter apenas um indice de refragé@m restringir a direcédo da vibracéo
de luz que passa através deles e exibem a mesrpdederle Optica em todas as
direcbes. Por outro lado, materiais anisotropiageth ter propriedades épticas que se
alteram com a orientacao da luz incidente, aprasdntindices de refracdo dependendo
da direcdo de propagacédo da luz através da sulastra da orientacdo do plano de
vibracdo (FORMARIZ et al, 2007).

A Figura 14 mostra as fotomicrografias das formutamtendo proporcdes
crescentes de fase oleosa e proporcdo fixa dean®oOs resultados mostram a

presenca de “Cruzes de Malta”, sugerindo a exigt@&eestruturas lamelares.
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C '

Figura 14. Fotomicrografia dos sistemas preparados com pgodpercrescentes de
fase oleosaa3%:; b:6%;:c:10%;d:17%), mantendo-se o tensoativo em 20% m/m.

Os resultados da microscopia de luz polarizada septados na Figura 14
indicaram que 0 aumento na propor¢cao de fase ofgosaove aumento na organizacao
estrutural do sistema. Estes dados estdo de acordm estudo reolégico que mostra
um aumento do indice de consisténcia das formutagéie o aumento da proporcao de
fase oleosa, como resultado da estruturacéo interna

A Figura 15 apresenta fotomicrografias dos sisternastendo proporcdes
crescentes de tensoativo e fase oleosa em proplxgi@l0%). Observa-se que as
formulacbes com maiores porcentagens de tensoapwesentam maior organizacao
estrutural, que esta de acordo com o aumento dceidl@ consisténcia apresentado no

estudo reoldgico.
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c
Figura 15. Fotomicrografia dos sistemas preparados com pt@gem crescente de

tensoativo &10%;b:15%1:20%;d:25%) e de fase oleosa fixa (10% m/m).
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A Figura 16 & e b) apresenta fotomicrografias dos sistemas cont@@d6 de

tensoativo e 10% de fase oleosa na auséncia enpeeda AmB, respectivamente.

a

Figura 16. Fotomicrografia dos sistemas estabilizados por EBAW (1:1) 10% de
fase oleosad) auséncia do farmaco ) (presenca do farmaco.

A fotomicrografia do sistema apos incorporacdo @mnfco mostra que ocorreu
diminuicdo significativa no grau de organizagaoststema. Isto pode ser resultado da
incorporacéo da molécula de AmB entre as lamelagidd ao seu carater anfifilico,
promovendo um aumento da distancia entre elas.

As amostras foram analisadas em microscépio depdlarizada antes e apés o

estudo reoldgico.
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a b
Figura 17. Fotomicrografia das MEs estabilizadas por 25% W®5(1:1) 10% de fase

oleosa &) antes da aplicacdo da tenséo de cisalhametutpap@s aplicacdo da tenséo

de cisalhamento.

A fotomicrografia apresentada na Figura 17 indicaidamgas estruturais
provocadas pela aplicacdo de tensédo, evidenciadis gumento significativo das
“‘cruzes de malta”, como anteriormente sugerido geaksultados de reologia que
mostravam um laco de histerese na curvas descesdeoaracteristico de

comportamento anti-tixotrépico.

4.2.4. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS

Modificagbes na composicédo dos sistemas podem p@mmudancgas estruturais
e, consequentemente, podem restringir a mobiliddae moléculas dissolvidas no
sistema. Sabe-se que as MEs sdo sistemas menosmdwdecom baixa viscosidade,
enquanto que sistemas mais ordenados, como faselatanhexagonal e cubica
apresentam propriedades elésticas de sélidos. Alidanle das moléculas € maior em
liguidos do que em sdlidos, e as modificacOes testis podem alterar o perfil de

liberacdo de farmacos (FORMARIZ et al, 2007).
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A mistura de 6leo, agua e tensoativo € capaz deaiouma grande variedade de
estruturas, incluindo as estruturas nao cristglicamo microemulsées e emulsbes e
estruturas cristalinas, como fases lamelares, asb& hexagonais (HYDE, 2001,
KREILGAARD, 2002). A técnica de espalhamento desaX a baixo angulo (SAXS)
tem sido utilizada para a obtencdo de informac&wesa estrutura tridimensional de
sistemas. As medidas de SAXS associadas a miciasdepluz polarizada permitem
estudar as fases formadas resultantes das diferpmporcées de tensoativo e fase
oleosa.

Ao irradiar uma amostra bifasica numa plaquetaivelamente fina, com um feixe
de luz monocroméatico (luz visivel, raios X, néusprelétrons), observa-se o
espalhamento da radiacdo na vizinhanga angularinpada do feixe transmitido. O
espalhamento de raios X deve-se as heterogeneidedatensidade eletrbnica das
estruturas do sistema. Considerando uma particeléamhanho e forma qualquer, a
intensidade espalhadi@) € proporcional ao fator de forn{q) desta particula, em que
g € o vetor de espalhamento (GLATTER, 1982).

Num sistema diluido, em que as particulas sdodaslaima das outras e néo
interagem entre si, a intensidade espalhada éideasaicamente pelo fator de forma
P(q) (GUINIER, 1964). Sistemas formados pela associdgdagua, 0leo, estabilizados
com quantidades de tensoativo abaixo da concentrag&lar critica (CMC) requerida,
a intensidade obtida pelo SAXS pode ser similabservada em particulas diluidas ou
monodispersas. A intensidade resultante é a someotdribuicdes de cada particula, de

modo que, para particulas distribuidas ao acaso tém-se:

I (q) 0> Pn(q) (6)
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Em um sistema concentrado, as particulas espabmdao numerosas e interagem
entre si, e o espalhamento medido refletirA suangm e arranjo. Em sistemas cuja
concentracdo de tensoativo € superior a CMC, asaigiies entre as moléculas de
tensoativo comecam a ocorrer em diferentes grauordanizacdo. O padrdo de
espalhamento poderd entdo ser similar ao obsergad@articulas dispersas numa
matriz homogénea (GLATTER, 1982). Parparticulas idénticas, distribuidas ao acaso,
a intensidade espalhada é descrita pela Equagin queS(q)é o fator de estrutura do

conjunto:

1 (@) = N.P(0).S(q) (7)

EntretantoS(q) pode assumir formas muito variadas, de acordo @@manjo das
entidades espalhadoras, e sera dificil separaomtsituicoes deP(q) e S(q). Ainda,
pode-se deduzir uma distancia médli@ntre duas goticulas ou planos vizinhos, a partir
do valor da posi¢do do vetor de espalhamento quaridtensidade é maximgray,
empregando a relagéo:

U max

Em sistemas do tipo micelas e MEs, as curvas deSS#pfesentam uma banda ou
pico amplo, associado com a baixa correlacdo esdidi(BEAUCAGEet al, 1995).

J& sistemas cristalinos com orientacdo aleatdmidéan podem agregar formando
dominios exibindo estruturas uni, bi e tridimensaisn A intensidadd(q) produzida
exibe forma méaxima (ou picos de Bragg) para valogspecificos do vetor de
espalhamentq. Se a curva de espalhamento contiver varios pst@s posicées no eixo
g revelam o tipo de estrutura cristalina, e permisédcidar parametros estruturais

(BEAUCAGE et al, 1995).
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A estrutura hexagonal, lamelar e cubica de cridtgisdos liotrépicos pode ser
verificada de acordo com a posicdo dos picos deagdib no eixo do vetor de
espalhamentqg. Para estruturas lamelares, a posicao relativgpdos (em relacdo ao
primeiro pico mais intenso) geralmente obedecdagd&e 1+-2+3..., enquanto que, para
estruturas hexagonais a relacdo esperada € 1+ 3 %2z (HOLMQVIST;
ALEXANDRIDIS; LINDMAN, 1997). O parametro espacial da Equacédo 7 para
estruturas lamelares mede a distancia entre duasda adjacentes, e para estruturas

hexagonais mede a distancia entre o centro dectiodros (Figura 18).

Figura 18: Representacdo esquematica da auto-organizacaonsieativos em

estruturas lamelares e hexagonais (HOLMQVé&Sal, 1997).

Para uma analise mais criteriosa dos sistemasa@®helos foi realizado um estudo
de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)Figuras 19 e 20 mostram as
curvas das intensidades de espalhamkg)oem funcédo do vetor de espalhame(gd

das formulacdes selecionadas e apresentadaspamiemie, na Tabela 1.
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Figura 19: Curvas de SAXS para os sistemas preparados carargagem crescente de
fase oleosa (3%, 10% e 17%) e porcentagem fixartsoativo (20% m/mA: auséncia

de AmB;B: presenca de AmB.
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Observa-se os dados da Figura 19A, na auséncian@e & presenca de dois picos
com distancia de aproximadamente 2, sugerindo sepga de particulas ou agregados
com organizacdo espacial. Para todas as amostresnzss sao similares, diferindo
apenas nas intensidades dos picos e indicando gjwaracteristicas estruturais dos
sistemas sédo as semelhantes. A técnica de SAXSité samsivel do ponto de vista
estrutural local, permitindo obter informacdes ddeon de nanémetros, impossivel de
serem obtidas por reologia. As fotomicrografiagekesistemas, apresentadas na Figura
14, indicaram a existéncia de Cruzes de Malta, ctenigticas de estruturas
birrefringentes como de fase lamelar.

Quando a AmB é adicionada aos sistemas (Figura @9pjcos se tornam pouco
evidentes, indicando que o farmaco altera signifm@ente as nanoestruturas existentes,
independentemente da proporcéo de fase oleosa, mostoado nos dados da Figura 18.
As moléculas de AmB, possuem carater anfifilicppdem se inserir nos espacos entre
as lamelas provocando o desaparecimento das ptages estruturais do sistema.

A Figura 20 mostra as curvas de espalhamelit), em funcdo do vetor de
espalhamentoq, para as amostras com proporgdes fixas de faseseol€%) e

crescentes de tensoativo (10, 20 e 25%) na presemgauséncia do farmaco.
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Figura 20. Curvas de SAXS para sistemas preparados com roagees crescentes de
tensoativo (10%, 20% e 25%) e fase oleosa consta@% m/m).A:auséncia de AmB,;

B presenca de AmB.
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Todas as formulagbes apresentaram caracteriséinedlsantes, como as discutidas
anteriormente, presenca de dois picos distanciativel de aproximadamente 2,
indicando a formagdo de estruturas com organizaedpacial, as quais sdo
independentes da concentracao de tensoativo (F2géra

De forma semelhante, apés a adicdo de AmB narssteouve desaparecimento
dos picos observados anteriormente, evidenciand@auolécula do farmaco promoveu
uma desestruturacao do sistema (Figura 20B).

Os resultados experimentais das medidas de SAX&Snfa@oerentes com o0s
resultados observados na microscopia de luz patiaizapresentadas anteriormente, e
permitem concluir que a estruturacéo do sistemaepiedde da relacdo tensoativo/fase
oleosa, sendo desfavorecida a medida que a Am&épiorada ao sistema.

Assim, para determinar os parametros estruturaia@io de giro Rg) e distancia
média entre as goticulad)( para as amostras acrescidas do farmasaeurvas de SAXS

foram ajustadas utilizando-se a equacao propostBgrucage (BEAUCAGEt al, 1995).
P

2]
() = Gex{%} B Tﬁ % S(q) )

sendoG a intensidade para q tendendo a zero relacionadai de Guinier,B é a
constante de Porod, uma constante especifica aodéplei de poténcia descrita por
Porod e o expoentg conhecido como expoente de Porod, é associadurfalagia da
superficie das particulas (por exemplo, no caspaticulas de superficie lisa P = 4) e
S(q) é o fator de estrutura.

Na Figura 21 estdo apresentados os ajustes dos dapgerimentais das amostras

ao modelo de Beaucage, nos quais a linha contéfieiserse aos dados experimentais e a
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descontinua representa o modelo tedrico. Obseruarsedtima concordancia entre 0s

dados experimentais das férmulas contendo AmB @deto proposto por Beaucage e

colaboradores (1995).
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Figura 21 — Curva da intensidade de espalhamel{tp em funcdo do vetor de

espalhament(q) para amostras das formulagdes contendo: (a) MEEYAVIE-C; (c) ME-D;

(d) ME-G.

N&o foi possivel ajustar os dados de SAXS da ME-hadelo de Beaucage e,

portanto, os parametros estruturais referentesaafeemulacao néo foram calculados.
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Os parametros estruturais determinados para agrasieentendo AmB, com estdo

apresentados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7- Valores dos parametros estruturais obtidos & s curvas de SAXS
para as formulacdes preparadas com concentracao diex tensoativo e aumento da

concentracdo de fase oleosa.

Formulagdo Fase oleosa (%) @) k dA)
ME-A 3 27.69 1.71 91.81
ME-C 10 29.22 1.49 113.34
ME-D 17 32.30 2.94 108.98

Rg= raio de giro das goticulas; k = fator de compadél d= distancia entre as goticulas

Os resultados referentes aos parametros estrutlasiformulagdes na presenca
do farmaco indicaram que o raio de giRg), relacionado com as dimensdes dos objetos
espalhadores (goticulas ou agregados) teve um peguenento com a adicao de fase
oleosa. A distancia entre as goticula @umenta até 10% e depois se mantém
praticamente constante. O parameédroelacionado com o grau de empacotamento dos
agregados, apresentou aumento, 0 que sugere ag@pedas goticulas da fase interna

oleosa do sistema.
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Tabela 8- Valores dos parametros estruturais obtidos & ks curvas de SAXS
para as formulacdes preparadas com concentragdodéxfase oleosa e aumento da

concentracao de tensoativo.

Formulagcdo  tensoativo (%) oRR) K dA)
ME-E 10 - - -
ME-C 20 29.22 1.49 113.34
ME-G 25 30.15 1.93 98.31

Rgz raio de giro das goticulas; k = fator de compadél d= distancia entre as goticulas

A variagao na proporgao de tensoativo nao teveéoesgynificativo sobre o raio
de giro. Esse fato mostra claramente que o tensopatessas proporc¢des, foi capaz
manter o didmetro das goticulas em valores minimgeaticamente constantes. A
distancia entre as goticulas diminuiu proporciormgita, conforme mostram os resultados de
d, descritos na tabela 7, indicando que, 0 aumeatpropor¢cdo de tensoativo promove
formacdo de estruturas mais compactadas.

Sistemas estruturados do tipo reservatorio podemém ade modificar
profundamente a velocidade de liberacdo de farmacaterar parametros
farmacocinéticos, oferecendo beneficios que inclieeraumento da solubilidade e
biodisponibilidade, diminuicdo da toxicidade e antnada eficacia clinica de farmacos,

(FORMARIZ et al, 2005).
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4.3. Determinacdo da AmB em formulacdes e plasma ipeoromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

A disponibilidade de métodos analiticos com sehddide e especificidade
adequadas € fundamental para a avaliacdo das er@sticas de dissolucdo e
incorporacdo do farmaco em uma formulacdo assimocpana a avaliacdo do perfil
farmacocinético em modelos animais.

Metodologias envolvendo difusdo em placa que atiizmicrorganismos como
indicador tem sido aplicadas para a determinac&ocdacentracdes plasmaticas de
AmB, porém os dados produzidos por diferentes aateéio conflitantes (SHADONY
et al, 1969; BANNATYNE et al, 1997). Por outro lado hd numerosos métodos
cromatograficos para quantificacdo da AmB em medribioldgicas (plasma, urina,
tecidos, etc.). No entanto a maioria deles aprasesgnsibilidade insuficiente,
reprodutibilidade inadequada, baixa recuperacaoinberferéncia de componentes
enddgenos, o que torna sua aplicacdo insatisfapiaia avaliacdo farmacocinética
(ECHEVARRIA et al, 1998). Outros métodos, que apresentaram sedsithdi e
precisdo mais adequadas, envolvem extracdo ensdéida que, notavelmente, aumenta
o tempo e o custo da andlise (ECHEVARRIAal, 1998). Dai a necessidade de se
desenvolver uma metodologia rapida, facil e repiwdl para analise quantitativa da
AmB em plasma dentro dos limites de confianca decip@io, exatiddo, linearidade,
sensibilidade e especificidade.

Nesse trabalho foi desenvolvido e validado um n@tdgido, simples, sensivel e
reprodutivel para quantificar AmB em formulacbesgion de dissolugdo e fluido
biolégico por CLAE. O método envolveu diluicdo/dexpinizacdo das amostras com

metanol e separacédo em coluna de fase revegsa C
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O método desenvolvido apresentou vantagens conplisitiade na preparacdo da
amostra e limites de deteccdo e quantificacdoiores aos obtidos em outros métodos
publicados possibilitando sua aplicacdo na detergdio do farmaco tanto nas
formulacfes e meios de dissolu¢cdo como em plasmazopestudo de farmacocinética.

Inicialmente, preparou-se uma solugcao estoque dB fA&fug/ml) em mistura de
solventes, metanol e DMSO, tendo em vista suaubdmade na maioria dos solventes,
inclusive em metanol puro. Pesou-se 5mg de AmREj@wu-se 1mL de DMSO, entéo
completou-se o volume para 100mL com metanol. Bsdacdo foi mantida sob
refrigeracao e utilizada como solucéo estoque pasteriores diluicdes.

Nas Figuras 23, 23 e 24 estdo apresentados ostograraas obtidos a partir dos
brancos e de amostras contendo AmB, nas condi¢éssritds, em plasma, em

formulacdes e em tampéo, respectivamente

T T T T
0.00 500 10,00 15.00 2000 om0 =00 j00o 1500 S000

Tempo (rinutos) Tetrpo (i)

Figura 22: Cromatogramas: (a) matriz biologica; (b) matrial@gica adicionada

de AmB 5pg/mL na condicao selecionada.

JL (‘/L
r T T T T r T T T T
0.0 5.0 10.0 12.0 20.0 0.0 5.0 0.0 150 20.0

tempo (mitutos) tetmpo (minutos)

a

T T T T T
0.00 5.00 10,00 15.00 2000

tempo (mitutos)

Figura 23: Cromatogramas: (a) metanol, (b) ME contendo AmBidia em metanol (c)

formulacdo comercial de AmB diluida em metanol.
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Figura 24: Cromatograma: (a) Tampéo fosfato, pH 2,5, contdiadalssulfato de sédio
0,15%, (b) AmB 5 ug/mL em tampao fosfato, pH 2,6teado laurilssulfato de sédio 0,15%.

A AmB apresentou tempo de retencdo de aproximadanignminutos em todas
as amostras analisadas. Nao houve diferenca entiempos de retencéo identificados
na analise do farmaco na matriz biologica, em nodétam no meio de dissolucéo
indicando a robustez do método quanto a este aspdéib foi detectada qualquer
impureza ou componente das matrizes neste tempaatedo, indicando especificidade

e seletividade para o método.

4.3.1. Curva Analitica da AmB em metanol
Foi construida uma curva de AmB em solucdo de rokpor CLAE, representada
na Figura 25, que posteriormente foi utilizada pguaantificacdo do farmaco nas

formulacoes.
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Figura 25: Curva analitica da anfotericina B em metanol @bidr CLAE em 410nm.

A equacdao linear representativa obtida para cumaditeca para determinagcédo da

AmB em metanol foi y =-1408802+1.0644x10°x. O coeficiente de correlagéo foi de

0,9990 demonstrando linearidade satisfatoria.

4.3.2. Curva analitica da AmB em solucgdo tampao
Foi construida uma curva analitica da AmB em tanfp&fato pH 2,5 acrescido de
laurilsulfato de sédio 0,15% por CLAE em 410nm,resentada na Figura 26 para a

quantificacdo do farmaco no meio receptor durargesaio de dissolucao.
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Figura 26: Curva analitica da AmB em tampao fosfato pH 2/@smdo de 0,15% de
laurilsulfato de sodio obtida por CLAE em 410nm.

A equacédo obtida para curva analitica foi y = 96848151137. O coeficiente de
correlacao foi de 0,9978, demonstrando a lineaeididmétodo para a determinacao do

farmaco no meio de dissolucéo.

4.3.3. Curva analitica da AmB em plasma
Foi construida uma curva analitica da AmB em plapmaCLAE em 410nm,
representada na Figura 27 para a quantificacacmieato nas amostras de ratos que

receberam as formulac¢des por diferentes vias dengdracao.
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Figura 27: Curva analitica de AMB em plasma obtida por CLAE410nm

A equacdo obtida para curva analitica foi y = 24892+ 349737,28 x . O
coeficiente de correlacdo foi de 0,9998 demonstramdinearidade do método para a

determinacéo do farmaco na matriz biolégica.

4.4. Validagdo do método analitico desenvolvido

O processo de validagdo incluiu os procedimentosessérios para a
determinacdo dos limites de confianca do método,aderdo com as normas
estabelecidas pela ANVISA (RESOLUCAO-RE n°899, @ed2 maio de 2003). O
objetivo desses procedimentos foi avaliar se o deéamalitico desenvolvido apresenta
caracteristicas de confiabilidade essenciais paraua aplicagdo no estudo de
farmacocinética da AmB. Os parametros analisadosatidacdo, de acordo com a

regulamentacao da ANVISA foram:
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Linearidade
As curvas de calibragdo, construidas nas diferentasrizes, apresentaram

coeficiente de correlacdo acima de 0,9, confirrnamtinearidade do método.

Precisédo e Exatidao Intra (repetibilidade)e Interensaios (reprodutibilidade)

Os resultados obtidos no estudo de precisado edé@waintra e interensaios estao
apresentados na Tabela 9 e apresentaram valorgsagds de CV demonstrando
repetibilidade e reprodutibilidade satisfatoriasapa aplicacdo do método no estudo em
farmacocinética, pois em todos os niveis de coregid investigados os valores de

CV% foram inferiores a 15%.

Tabela 9: Preciséo e exatiddo do método bioanalitico da AmBplasma.

Intra-ensaio n=5 Interensaio (5 dias) n=5

Concentracao Precisdo (CV%) Exatiddo (%ES) Precisdo (CV%EXxatiddo (%ES)
0,125 p/mL 2,99 6,87 2,86 4,17
1,25 pg/mL 4,82 8,03 5,07 3,38
5,00 p/mL 6,15 11,28 4,45 5,60

CV= coeficiente de variagéo; ES = erro sistematico

Limites de Deteccao e Quantificacao.
Na Tabela 10 estdo demonstrados os resultadoosipata os limites de deteccéo

e quantificacdo da AmB na matriz biologica.
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Tabela 10: Limites de deteccdo e quantificacdo do método ddisende AmB em

plasma.

Limite de deteccéo ( ug/mL) 0,025
CV (%) 17,81

Limite de Quantificacédo ( ug/mL) 0,05
CV (%) 8,84

CV = coeficiente de variacao

Seletividade

Para o estudo da seletividade do método foram salals os farmacos que
poderiam ser utilizados concomitantemente na teta@éde micoses sistémicas ou no
alivio dos efeitos adversos, em suas concentragi@ssnaticas na faixa terapéutica,
comprovando a auséncia de picos na regido de sster€fabela 11). Os farmacos
analisados nao foram detectados na regiao de ssee(eempo de retencdo da AmB) ou
nao foram detectados pelo sistema utilizado.

Esses resultados indicam que o método pode seo esa estudos clinicos, e ndo

somente em amostras controladas como a de animaiperimentacao.
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Tabela 11:Estudo da seletividade do método de analise da emPBlasma.

Farmaco Concentragao (1g/mL) tr (Minutos)
Tetraciclina 16,4 ND
Itraconazol 0,65 3,055
Cetoconazol 3,2 3,051
Fluconazol 10,6 ND
AAS 24 ND
Diclofenaco sodico 3 ND
Paracetamol 20 ND
Zidovudina 2,6 ND
Prednisona 0,08 3,048
Prednisolona 0,46 ND
Dipirona 2 3,022
Cafeina 10 ND

* ND - N&o detectado (0-30 min)

Estabilidade do farmaco no fluido bioldgico:

Na Tabela 12 estdo demonstrados os resultadostddoede estabilidade da

AmB no fluido biolégico sob diferentes condi¢cdesnforme descrito no item 3.2.5 de

Materiais e Métodos.

Tabela 12:Estudo de estabilidade da AmB em amostra bioldgiesma).

Estabilidade

Curta duracao ( 24 h)

Longa duracéo (10 dias)

Temp. ambiente 3 Ciclos de congelamento T=-20°C
0,125ug/mL  5ug/my  0,125ug/mL  5Sug/mL  0,125pug/mL  /foplg
% perda 3,8% 0,56% 4,65% 3,88% 3,63% 1,93%
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Os resultados obtdos indicam que o farmaco apmessitbilidade na amostra
biolégica, possibilitando que seja armazenada pasterior analise se acondicionada
nas condi¢des especificas do estudo.

Os resultados gerais da validacdo demostraram queétodo desenvolvido
apresentou limites de confianga adequados para apl@acdo no estudo da

farmacocinética da AmB.

4.5. Determinacéo da incorporacdo da AmB em relagdao volume de fase interna
A Tabela 13 relaciona a incorporacdo do farmacosigiemas e o volume de fase
interna.

Tabela 13:Valores referentes ao volume de fase interna das, Blias respectivas

medidas de didmetro e a solubilidade da AmB em fradaulagao.

Formulacéo Volume de fase interna  Incorporacao (mgiL)
A (T7%A; 3%0; 20%T) 0,233 3,69
B (74%A;6%0; 20%T) 0,270 4,62
C (70%A;10%0;20%T) 0,323 5,22
D (63%A;17%0;20%T) 0,413 5,81
E (80%A;10%0;10%T) 0,212 2,96
F (75%A;10%0;15%T) 0,261 4,35
C (70%A:10%0;20%T) 0,323 5,22
G (65%A;10%0;25%T) 0,420 571

Através dos valores de incorporacdo determinadste rexperimento, observa-se
que a solubilizacdo da AmB é diretamente dependiageproporcdes de fase oleosa e

de tensoativo.
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Quando se obtém um maior volume de fase interrsmlubilidade da AmB no
meio é facilitada devido a extensa cadeia carbGmiealhe confere afinidade pela fase
oleosa. Da mesma forma, a incorporacéo do farmacistema € favorecida quando ha
maior quantidade de tensoativo, j& que este facditsolubilizacdo do farmaco no
sistema.

Considerando que os valores do pK&5) da funcéo carboxilato ligado ags@
do pKa (10) da fungdo amina do grupo substituinte de CB88s condi¢bes
experimentais desse trabalho a AmB encontra-se opriedntemente na forma
zwiteridnica, podendo interagir facilmente com anmeémulsdo em meio aquoso.

A Figura 28 apresenta os resultados da variacdoodeentragdo de AmB em
relacdo aos volumes de fase interna da ME. O voldeneases ) foi definido como

(Mackay, 1982):

na qual w é a fragdo percentual de fase aquosa no sistgndaaggravidade especifica da ME.

A concentracdo de AmB solubilizada nas fases aq@osdeosa (AmB foi
marcantemente aumentada pela incorporacdo na mmgle&o. A concentracao de
AmBs aumentou com o aumento do volume de fases, atiogmlores maximos em
altas propor¢cdes do mesmo (Figura 28). Este paefiincorporacdo (AmBgp € um
fendbmeno tipico de associacdo de substancias eegeafyrs supramoleculares cuja
componente hidrofobica da molécula exerce um efadocante no processo, como € o

caso da incorporacdo da AmB em microemulsdes reufisse fendbmeno pode ser
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analisado quantitativamente pelos procedimentos mdodelo de pseudo-fase

(SEPULVEDA et al, 1986; OLIVEIRA et al., 1991, 1997

10° . [AmB] M

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Volume de Fase

Figura 28: Efeito do volume de fase da ME, com tensoativestaorie, na incorporagao
da AmB em pH fisiolégico a 2&. A curva cheia representa o ajuste dos dados

experimentais através da equacao 14.

A incorporacdo da AmB na fase oleosa dispersa dapbtle ser representada

através do equilibrio:

K
AmB; . @ < > AmB, (11)

A distribuicdo da AmB entre as nanogoticulas de fakkosa e a fase externa

aquosa é descrita pela constante de associaggo (K
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Ks=AmBy,/ AmB; . @ 12)

Considerando-se que a concentracdo de anfoteBdio&l (AmBy) € representada
pela soma das concentracdes parciais da anfoeeBcpresentes na fase aquosa (AmB
e na fase oleosa dispersa (AghBquacédo 13) pode-se definir a equagéo que desare
variagdo da concentragdo de anfotericina B dissalvio sistema microemulsionado

pelo efeito da variagcdo do volume de fases (Equaggio

AmBr = AmB; + AmB, (13)

AmB + AmBy. K.
AmB;g = (14)
1+K.o

Na qual os subscritos f e b referem-se as coragigs de AmB na fase aquosa e ligada nas gotitalas
fase interna, respectivamente.

Baseando-se nas equagbGes 11-14 foi possivel meadizajuste dos dados
experimentais para o calculo do valor da constdet@ssociacdo &da AmB para a
microemuls&o neutra, em pH 7,2, cujo valor foi 8el2nM* e da méxima concentracéo
de AmB incorporada (Amg,) de 7,0 mM em volumes de fase correspondentedaegi
do patamar no diagrama de solubilidade. Essegadssl mostram que nestas condigdes
experimentais a AmB interage favoravelmente com a fase interna oledaa
microemulsdo gerando a Am@Figura 28) e que essa associacado é essenciaboespo
de liberacaaon vitro.

Por outro lado, a solubilidade da AmB em meio aquambém significantemente

aumentada variando-se a propor¢cao de tensoatieomposi¢cao da ME. Os resultados
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apresentados na Figura 29 mostram que a concemtnagidar de AmB aumenta com a

proporcao de tensoativo tendendo a saturacédo tdonsiem altas concentragoes.

10° . [AmB] M

0 5 10 15 20 25
[Tensoativo] (%)
Figura 29: Efeito da propor¢do concentracdo de tensoativa) golume de fase
constante, na incorporagdo da AmB, em pH fisioldgic25C. A curva cheia representa

0 ajuste dos dados experimentais através da eql&cao

Considerando que a mistura dos tensoativos egtafidis, fosfatidilcolina/tween
20 (1:1), pode ser considerada formalmente neatmnagorporacdo da AmB no sistema
microemulsionado reflete diretamente a contribui¢édrofébica da molécula na
interacdo com a interface Oleo agua.

Neste caso, 0 ajuste dos dados experimentais paalwo do valor da constante
de associacaoda concentracdo maxima de AmB dissolvida no n&mB,.y) para a

microemulséo neutra foi realizado através da equaga
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AmB + AmB,.K.[T]
AmB; = (15)
1+ K. [T]

Na qual [T] representa a concentracdo de tensoptegente no sistema.

Os valores obtidos, em pH 7,2, foram de 34 nb&ra o K e de 13,8 mM para
concentracdo maxima de AmB incorporada (AmB em volumes de fase
correspondentes a regido do patamar na curva deporacdo. Esses resultados
mostram claramente que nestas condicdes experigierda AmB interage
favoravelmente com o tensoativo organizado nafaderodleo-agua gerando a AmB
(Figura 29) e que essa associacao interfere signttmente no processo de liberagio
vitro.

A comparacao dos efeitos do volume de fase e daopy@o de tensoativo mostra
um valor de K melhor pelo efeito do tensoativo, demonstrando egse parametro
proporciona melhor perfil de incorporacdo do quefeito direto da proporcéo de fase
oleosa, fornecendo uma alternativa viavel paracocaesno veiculo ndo so para a AmB,

mas também para outros farmacos lipofilicos.

4.6. Estudo do perfil de dissolucam vitro

Os testes de liberacam vitro sdo importantes ferramentas de controle de
qualidade de diferentes ciclos de vida de um matkcdo. Nos primeiros estagios de
desenvolvimento farmacotécnico séo Uteis paraifd=mtvariaveis criticas, selecionar
diferentes formulacdes, aperfeicoa-las e fazeriap@s de risco como no caso de

formulacdes de liberacdo prolongada. Estes teétassido empregados com sucesso
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para formas farmacéuticas convencionais e o0s tgetass descritos na farmacopéia séo
geralmente suficientes para avaliar uma nova fag@id. Para casos de formas de
liberagdo controlada varios fatores devem ser levaein consideragdo, como por
exemplo, 0 mecanismo de liberacdo, propriedadeo{figiimicas do farmaco, escolha
do meio receptor, agitacao e condigatk.

O estudo da liberacdo de farmacos a partir denséstmloidais ndo é uma tarefa
trivial. Para isso existem poucos métodos paraavalliberacdo de farmacos, entre os
quais a técnica que utiliza membranas de difus@o métodoin situ Este Ultimo
apresenta desvantagens, ja que a formulacdo éadaloem um compartimento
(geralmente meio aquoso) com consequente dilugdpe dificulta a manutengéo de
sua estrutura original. Ao contrario, 0 método gtikza membrana de difuséo, evita
essas variacdes na estrutura. Inicialmente, o cadimeato receptor esta livre de
farmaco. No ensaio de dissolugéaoitro o farmaco deve ser liberado das goticulas (fase
oleosa interna) para a fase aguosa externa demsistéundindo, em seguida, através da
membrana de celulose até o meio receptor, ondesge\piantificado (GRASSI, 2006).

Na escolha do meio receptor para formas de liberggélongada de farmacos
pouco sollveis, pode-se utilizar um agente sokdile, como por exemplo uma
substancia tensoativa para acelerar o processieladdao (MARCOLONGO, 2003).
Para garantir que o processo de liberagdo da Ampardr das MEs néo fosse
influenciado pela baixa solubilidade do farmaco m®io externo utilizou-se o
laurilsulfato de sédio a 0,15% (m/v) no meio reoept

Farmacos hidrofébicos apresentam solubilidade dersvelmente maior na fase
oleosa das microemulsdes devido ao efeito de partigvoravel para solventes com

baixa constante dielétrica. Assim, as MEs apresentdevada capacidade de
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solubilizagdo de farmacos com esta caracterishieaa fase oleosa constitui o ambiente
preferencial para a solubilizacdo, depois de imm@gbo no sistema microemulsionado
para difundir-se novamente para 0 meio externormdéo deve atravessar 0 meio
aquoso, o qual funciona essencialmente como umeeitzarpara o transporte de
farmacos pouco solluveis em 4gua. Assim as MEs pedgmetardando a liberagédo do
farmaco e a fase oleosa funciona como um sisteseavatorio (GRASSI, 2006).

Os perfis de liberagam vitro da AmB a partir das diferentes formulacoes de
MEs estéo representados nas Figuras 30 e 31. @s dad Figuras 30 e 31 mostram o
efeito da variacdo da proporcdo de fase oleosa @rdaorcdo de tensoativo na
dissolucéoin vitro da AmB, respectivamente. Verifica-se que a liberagdovitro
anfotericina livre AmB (ndo microemulsionada) seguiu um perfil descrits pma
cinética de primeira ordem, com liberacdo iniciapida e reagindo em patamar no
espaco de tempo de 12 horas do experimento. Ertvetza presenca de microemulsdo
esse perfil foi modificado drasticamente devidodusédo da AmBnas goticulas de fase
oleosa. Independentemente do volume de fase interrsstema, o perfil de liberacao
da AmB,, apresentou curvas sigmoidais, com forte inibitddiberacdo nas primeiras 6
horas do monitoramento, mas com aumento caraaterida liberacdo subseqiente a

essa fase.
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Figura 30: Perfil deliberacaoin vitro da AmB nos sistemas com proporgdes crescentes
de fase oleosaA(3%; B:6%; C:10%; D:17%) e fixa de tensoativo em 20%, em
comparacao ao farmaco livre em tampao fosfato pgd 2
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Figura 31: Perfil deliberacéoin vitro da AmB nos sistemas com propor¢cdes crescentes

de tensoa
tivo (E: 10%;F:15%, C:20% e G:25%) e fase oleosa fixa em 10%, em comparagao ao

farmaco livre em tampéao fosfato pH 2,5
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Figura 32: Efeito das proporcdes de fase oleosa (A) e de &imsdB) na relacao entre

as liberagOes da anfotericina B livre e incorponags sistema microemulsionados.

Verificou-se que tanto a variagcdo da proporgcdo ake foleosa como a de
tensoativo exercem um efeito marcante no procesdiberacdo da AmgBdiminuindo
claramente a liberacdo do fa&rmaco com o aument@rdpor¢do dos mesmos nas

formulagOes. Para avaliar o efeito da variagdoalorwe de fase interna dispersa da ME
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na liberacdoin vitro, foram analisadas as relacdes entre a AAmEBb no tempo
méximo (12 horas) transcorrido da liberacdo inovitla AmB, a qual encontra-se
representada na Figura 32. Observou-se em amboasos um perfil sigmoidal, com
pouco efeito inicial e aumento subsequente. Verfise que tanto a propor¢gao de fase
oleosa como da proporcéo de tensoativo sdo diretanpeoporcionais quanto a relagéo
AmB:/AmBjy, implicando em que na medida em que anfotericingdla aumenta, ha
uma inibicdo mais acentuada no processo de libenagétro. Esse fendbmeno reflete
diretamente o efeito da componente hidrofébica ddAa incorporagédo na fase oleosa
da microemulsdo. Pode-se racionalizar que quaats intensa for a interacdo da AmB
com as goticulas de fase oleosa, mais limitadasskb&racdo. De fato os resultados das
Figuras 30-32 demonstram claramente esse aspecto.

Finalmente, a distingdo entre os perfis de primgiceem para a AmBe sigmoidal
para a AmB sugere que a liberacdo in vitro da Anfotericina Bartir dos sistemas
microemulsionados provavelmente ocorre por proceEsalois estagios, o primeiro
envolvendo a saida da AmRBlas goticulas de fase oleosa produzindo a ARIB
segundo, relacionado com a difusdo da AMBavés da membrana de acetato de
celulose produzindo a Anfotericina B liberada (AinB

O processo global de liberacdo da AmB partir do sistema microemulsionado

pode ser sumarizado através do Esquema I.
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AmB;
Co
Ks e
Membrana de acetato de celulose
K K1
AmB, — AmB; — AmB;

No qualC, refere-se a concentragéo inicial de farmaco nabrema (tempo zero) @, a concentragdo de

farmaco liberado num tempo t.

Esquema |

No Esquema I, mostra que o processo global dealfiderdepende da contribuigéo
relativa das magnitudes das constantes de assodiggaconstante de liberacdo (K) e
constante de permeacao;KSe a contribuicdo hidrofébica da molécula den&o for
desprezivel revelandoskextremamente baixo, entdo a molécula de AdmBapidamente
liberada, acumula-se no lado interno da membramndo um alto gradiente de
concentracdo de farmaco em relacdo ao lado extanmesma e proporcionando a
permeacdo mais rapida da AmBe fato, as Figuras 29 e 30 demonstram claramente
esse fenbmeno, no processo de liberacdo da AmBhitdioemulsionada, pois o farmaco
encontra-se totalmente disponivel no lado intemangmbrana podendo ser permeado
mais rapidamente para meio receptor (Figuras 30).e 3

Ao contrario, o sistema microemulsionado exerceefgito marcante no processo
de liberacdo (Figuras 30-32) j& que o fato da AmeBtar compartimentalizada nas
goticulas de fase oleosa cria uma restricdo acémtda sua liberacdo de forma que a

concentracdo da AmBno lado interno da membrana € menos intensa, doriam
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gradiente de concentragdo menor nos dois lados etabrana e proporcionando a
liberagdo menos intensa.

O esquema | mostra que se o valor da constante sdeciacdo K for
suficientemente intenso para fazer predominar doef@drofébico da molécula do
farmaco, entdo K<K e o primeiro estagio da liberagcdo da AmB serass@ limitante
de todo processo de liberagédo, sendo que nesteosgsarametros com a formulacédo é
que poderéo controlar o processo global de liberdgé fato os resultados da figura 31
mostram claramente os limites desse processo delson

Por outro lado, também é conveniente considerarcqo® o raio hidrodinamico
das goticulas de 6leo da fase interna ndo sofredificades significantes com o
aumento da fase oleosa do sistema (Figura 6), p@daeionalizar que, em presenca de
volume de fase interna reduzido, existe menor nanger goticulas por unidade de
volume. Assim, nos sistemas com baixo volume de iia&rna o nimero de goticulas
pode nao ser suficiente para associar todas acutedéde AmB, gerando um sistema
com equilibrio deslocado para o meio externo (E§odcl, Esquema 1), dificultando a
incorporagéo da AmBe, pelas mesmas razées mencionadas anteriornerdegcendo
a liberagdo da Amg Por outro lado, quando o volume de fase inteumaesta, também
cresce 0 numero de goticulas por unidade de voldestpcando o equilibrio para a fase
interna da ME, favorecendo a incorporagao da Amias dificultando a liberacdo da
AmB; (Equacéo 11, Esquema l).

Nestas condicdes esses parametros podem ser wsadosmeios eficazes para o
controle da velocidade de liberacdo de farmacaofdlicos a partir de microemulsdes

O/A, evidenciando a caracteristica de sistemasvaseios das MESs.
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4.7. Analise Farmacocinética

A selegcédo da formulagcdo ME-D, contendo cerca de 68%ase aquosa, 17%de
fase oleosa e 20% de tensoativo, foi baseada paineente na maior incorporacdo do
farmaco por este sistema (5,81mg/mL) e considerardque as propriedades fisico-
quimicas desta formulacdo ndo variaram signifieatiente em relacdo as outras.

O objetivo desta etapa do estudo foi comparar dil parmacocinético da
formulacdo desenvolvida (MEs) administrada porornal, através de gavagem, com a
apresentacdo de AmB disponivel no mercado admadstrpela via oral e via
endovenosa. Assim, foi possivel verificar se oesist desenvolvido possibilitaria um
incremento na absor¢cdo oral do farmaco, que pd@naulacdo convencional € da
ordem de 3%.

Na Tabela 14 estdo apresentados os valores dent@gdes plasmaticas da AmB
apos administracdo i.vbolus de 1mg/kg do farmaco veiculado na formulacéo

convencional com desoxicolato (D-AmB).

Tabela 14: Concentracdo plasméatica de AmB em funcédo de temegoanimais
gue receberam D-AmB i.bolusna dose de 1mg/kg, os valores estao represerpatios
média e desvio padrao.

Tempo (h) Conc. Plasmética (ug/ml) DP

0,25 1,300 0,0902
0,75 0,980 0,0503
3,50 0,420 0,0203
6,00 0,320 0,0645
12,00 0,210 0,0220
24,00 0,063 0,0120
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Na Tabela 15 estdo demonstrados os valores dertoag@es plasmaticas da AmB
apos administracdo oral (gavagem) de 50mg/kg doddo veiculado na formulagéo

convencional com desoxicolato (D-AmB).

Tabela 15: Concentragdo plasmética de AmB em funcdo de tempgoanimais
gue receberam D-AmB por via oral na dose de 50m@&galores estdo representados
pela média e desvio padréo.

Tempo (h) Conc. Plasmética (ug/mL) DP
0,5 0,070 0,0336
1,0 0,115 0,0175
2,0 0,156 0,0106
4,0 0,125 0,0106
8,0 0,103 0,0019
12,0 0,083 0,0039
24,0 0,082 0,0078
48,0 0,070 0,0009

Na Tabela 16 estdo apresentados os valores dent@gdes plasmaticas da AmB
apos administragcdo oral (gavagem) de 50mg/kg doaféo veiculado na microemulsdo
(ME-AmB).

Através da comparagdo dos dados das Tabelas 15pedEsse observar que as
concentracbes plasmaticas obtidas na administrdgdblE foram significativamente
superiores aquelas obtidas na administracdo daufagdo convencional, sugerindo que
o sistema desenvolvido foi eficiente para increment processo de absorcao oral da

anfotericina B.

Kelly Chrystina Pestana



Resultados e Discussao 90

Tabela 16: Concentracdes plasmaticas de AmB em funcdo deoterog animais
gue receberam ME-AmB por via oral na dose de 50gygis valores estao
representados pela média e desvio padréo.

Tempo (h) Conc. Plasmatica (ug/mL) DP

0,5 0,39 0,042
1,0 0,69 0,046
2,0 0,87 0,076
4,0 0,60 0,068
8,0 0,34 0,022
12,0 0,23 0,018
24,0 0,15 0,016
48,0 0,18 0,005

Também pode ser observado que as concentracOesafitzes atingidas apos a
administracdo da anfotericina B microemulsionad&sgnta valores inferiores aquelas
obtidas apdés a administracdo endovenosa da for&ulegnvencional, o que sugere a
necessidade de um ajuste na dose administradguy@econcentracao plasmatica atinja
valores comparaveis quando administrada por via ora

Na Figura 33 estdo relacionados comparativamentesostados da concentragao
plasmatica da AmB em funcdo do tempo em ratos Wiséehos, os quais receberam a
formulacdo convencional de AmB-desoxicolato belus a 1mg/kg e por via oral a

50mg/kg .
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Figura 33: Curva de concentracao plasmatica de AmB ap0s a&tnaicéo dose Unica da
formulacdo comercial (D-AmB).A) D-AmB oral 50mg/kg; ) D-AmB i.v. bolus
1mg/kg.

A biodisponibilidade (F) da AmB administrada poravoral na formulacdo
comercial (D-AmB) calculada a partir dos dados expentais deste trabalho foi da
ordem de 3,5%. Este valor estd de acordo com ou&mdtados da literatura que
consideram a biodisponibilidade oral do farmaceriofr a 5% (BENNETT, 2003).

Na Figura 34 estdo apresentados os resultados rkca@m da concentracéo
plasmatica da AmB em funcdo do tempo em ratos Wistehos que receberam 50mg
de AmB por via oral veiculada na formulacdo convemal (D-AmB) e na
microemulsdo (ME-AmB), ambas em dose Unica. Seniggeratipo de analise mais
profunda, verifica-se facilmente que a AmB-microdsimnada apresentou perfil de

absorcéo muito superior ao da formulacdo conveatid® AmB-desoxicolato, em toda
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a extensao da curva de absorcao, sendo cerca geZe® maior no JJx. Também esta
evidente que em tempo prolongado, cerca de 48 lapés a administracdo oral, 0s
niveis plasméticos mais baixos da AmB-microemubsitanainda sdo cerca de 1.9 vezes
superiores aos niveis mais altos alcancados petaufacdo convencional da AmB-

desoxicolato.

1.0
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0.4 -
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0.0 T T T T 1

Tempo (h)
Figura 34: Curva de concentracdo plasmatieasustempo de AmB apds administracao
dose Unica de 50mg/kg da AmB por via ora). D-AmB; (O) ME-AmB).

Os valores de concentragdo plasméatica ap0s 72mteam-se abaixo do limite
de quantificacdo do método analitico, por issos@napresentados no gréfico.

Na tabela 17 estdo apresentados os parametrosctariméticos da anfotericina
administrada na formulagdo convencional com destatic (D-AmB) e na

microemulsdo (ME-AmB) por via oral em dose Unic@mg/kg.
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Tabela 17: Parametros farmacocinéticos AmB apds administragab da

formulacdo comercial (D-AmB) e da microemulséo (WNEB).

Parametro D-AmB ME-AmB
Crmax (Ug.mL)* 0,16 0,87
tmax (N) 2 2
ASCo.ss (Ug.h.mLY)* 4,18 9,34
ASCo.c0 (ng.h.mLY)* 13,63 37,52
t, B (h) 93,75 109,02
B (h™) 0,0075 0,0066
vd (L.kg™) 17,6 20,3
Cl(L.h kg™ 0,132 0,133
F (%)* 3,6 10

* p< 0,05; teste Mann-Whitney

Cmax concentragdo plasmatica maximgi.ttempo em que a concentracdo plasmatica € maxima,
ASC: area sob a curva; Vd: volume de distribuic@tr; clearence, 1: meia vida;p: constante de
eliminacao; F: biodisponibilidade.

As formulacbes de D-AmB e ME-AmB apresentaram difeas significativas nos
parametros farmacocinéticos quando administradas e oral. Os parametros
farmacocinéticos da AmB calculados para a formwulacénvencional e para a
microemulsdo apresentaram diferenca estatisticarsegnificantes para p<0.05, teste
Mann Whitney (Tabela 17).

A biodisponibilidade oral da AmB veiculada cerca 218 vezes maior que a
formulacdo comercial de desoxicolato. Este aumsigtaificativo da ASC, assim como
de Gnax ha administracdo da ME pela via oral demonstr& gu sistema
microemulsionado O6leo/agua favoreceu a absorcdo AmBtrato gastrointestinal,

provavelmente através do aumento da permeabilidedeembrana.
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Finalmente, também foi possivel verificar que, noalf da determinacéo
farmacocinética o nivel plasmético da AmB microesimniada ainda manteve-se cerca
de 1.9 vezes superior em relagdo a AmB convencidi@bora ndo tenha havido
diferencas significantes ngns, Cl, Vd ou meia vida essa manutencdo do nivel
plasmatico superior em tempo prolongado evidenaia efeito reservatério da

microemulsao.

4.8. Avaliagéo dos niveis creatinina
Na Tabela 18 estdo apresentados os valores dentragplasmatica para os
animais antes (basal) e ap0s a administracdo de wiisa de D-AmB e ME-AmB

50mg/kg por gavagem em ratos.

Tabela 18: Niveis de creatinina plasmatica antes e apés an&dracdo de dose Unica

de D-AmB e ME-AmB 50mg/kg.

Niveis plasmaticos de creatinina (mg/dL)

Grupo Basal Apés 24hs  Grupo Basal Apos 48hs
ME-AmB | 3,34+0,41| 3,43+0,9 ME-AmB 2,18+0,73 | 2,29+0,34
D-AmB 1,58+0,3 | 6,16 +1,4* D-AmB 1,93+0,2 8,1+1,5*

* apresentaram diferencgas estatisticas (ANOVA)

Os resultados da relacdo pré e pés-tratamento ugm gdiIE-AmMB demonstraram
que ndo houve alteracéo significativa nas concgesade creatinina apos 24 e 48 horas
da administracdo. No entanto para o grupo que eecBBAMB os niveis de creatinina

foram significativamente maiores 24 e 48 horas apddministracdo. Estes dados
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sugerem que a formulagcdo microemulsionada aprasemibilidade em reduzir os
parametros bioquimicos relacionados a nefrotoxitgdio farmaco.

Assim, conclui-se que o sistema ME desenvolvidpnesente trabalho foi capaz
de favorecer a absorcdo da AmB pela via oral, skemaa suas caracteristicas de
distribuicao e eliminacéo, e simultaneamente dimimuisco de nefrotoxicidade.

Como ja descrito anteriormente, a nefrotoxicidade AmB pode estar
relacionada com as formas auto-associadas e dsagEsiobtidos com a ME sugerem a
possibilidade de imobilizacdo das moléculas de AraBnterface 6leo/dgua, impedindo
a formagcdo de agregados potencialmente toxicos i A& prevalecendo maior
propor¢cdo de mondmeros, em decorréncia das dimemsd®métricas das goticulas e

da caracteristica oleosa da fase interna do sistema
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5.Conclusao

Foi possivel obter MEs O/A e A/O utlizando FS/Twl 1como sistema
tensoativo.

O raio hidrodinamico das goticulas é diretamentgpgcional ao volume de
fase oleosa e inversamente proporcional a porcemiag tensoativos e aumenta
com a incorporacao do farmaco ao sistema.

Os sistemas estudados se comportam como fluidosoNmmos, apresentando
valores den proximos de 1.

Observa-se um comportamento anti-tixotropico emasalpropor¢des de
tensoativo ou de fase oleosa.

A viscosidade dos sistemas aumentou com a frac&oldme de fase interna e
de tensoativo.

A incorporacdo do farmaco ndo alterou significatieate a viscosidade do
sistema.

A organizacéo estrutural do sistema independe @aopgéo de fase oleosa e de
tensoativo; no entanto, é desfavorecida pela imcagdo do farmaco.

A incorporacdo da AmB é dependente do volume de ifgerna.

As formulacbes estudadas comportam-se como sistesas/atoriosn vitro,
retardardando a liberacdo do farmaco, sendo a idalbe de liberacdo
dependente do volume de fase interna e da propdecéansoativo.

O meétodo analitico desenvolvido mostrou-se safistatpara avaliacdo da
farmacocinética da AmB.

A microemulséo foi capaz de aumentar a absor¢cdaaramB sem induzir aos

efeitos nefrotoxicos encontrados na formulacao.
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Concluséo Geral
A microemulsdo desenvolvida € um potencial sistpara administracao oral da

anfotericina B.
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In this work the structural features of microemulsions (MEs) containing the pharmaceutical biocom-
patible Soya phosphatidylcholine/Tween 20 (1:1) as surfactant (S), Captex™ 200 as oil phase (0), and
phosphate buffer 10 mM, pH 7.2 as aqueous phase (W) were studied. Systems obtained with different
proportions of the components were described by pseudo-ternary phase diagrams in order to charac-
terize the microemulsions studied here. MEs were prepared with and without the polyene antifungal
drug amphotericin B (AmB). The maximum AmB incorporation into the ME system was dependent on
both the oil phase and surfactant proportions with 6.80 and 5.7 mg/mL in high contents, respectively. The
incorporation of AmB into the ME systems significantly increased the profile of the droplet size of the
ME for all ranges of surfactant proportions used in the formulations. The microstructures of the system
were characterized by dynamic light scattering (DLS) and rheological behavior. The DLS results showed
that the size of the oil droplets increases 4.6-fold when AmB is incorporated into the ME system. In all
cases the increase in the proportion of the oil phase of the ME leads to a slight increase in the diameter
of the oil droplets of the system. Furthermore, for both the AmB-loaded and AmB-unloaded MEs, the
size of the oil droplets decrease significantly with the increase of the S proportion in the formulations,
demonstrating the efficiency of the surfactant in stabilizing the ME. Depending on the ME composition,
an anti-thixotropic behavior was found. The maximum increases of the consistency index caused by the
increase of the oil phase of the ME were of 17- and 25-times for the drug-loaded and drug-unloaded MEs,
respectively. However, the observed effect for the drug-loaded ME was about 4.6 times higher than that
for the drug-unloaded one, demonstrating the strong effect of the drug on the rheological characteristics
of the ME system. Therefore, it is possible to conclude that the investigated ME can be used as a very
promising vehicle for AmB.

Keywords:
Microemulsion
Amphotericin B
Drug delivery
Rheology
Phase diagram

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Invasive fungal infections are an important cause of morbidity
and mortality among immunodeficient patients (transplants,
chemotherapy, AIDS) [1-3]. Amphotericin B (AmB), 3-(4-
amino-3,5-dihydroxy-6-metyl-oxan-2-yl)oxy-19,25,27,30, 31,33,
35,37octahydroxy-18,20,21-trimetyl-23-0x0-22,39-dioxabiclyco
[33.3.1] nonatriaconta-4,6,8,10,12,14,16-heptan-38-carboxylyc acid
(Fig. 1), a broad spectrum antifungal agent mainly used for the
treatment of invasive fungal infections [4-6], acts on the ergosterol,
a steroid present in the membrane of the fungal cells by increasing

* Corresponding author. Tel.: +55 16 3301 6974; fax: +55 16 33016960.
E-mail address: oliveiag@fcfar.unesp.br (A.G. Oliveira).

0927-7765/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.colsurfb.2008.06.016

its permeability, which promotes an ion influx into the parasite,
thus leading to its death [7,8]. This molecule has the broadest
spectrum of activity of all available antifungal agents [9].

The high toxicity of AmB in its conventional formulation, a
micellar desoxycholate (D-AmB), has been successfully prevented
in other types of AmB formulations [10,11]. The novel lipid-
containing formulations of AmB (i.e. liposomes, microemulsions)
have been developed in an attempt to decrease its nephrotoxicity
and increase its potential therapeutic effect [5].

Colloidal systems, such as microemulsions (MEs), have been
investigated as drug delivery and targeting, since these systems
can incorporate drug compounds modifying their bioavailability
and stability and reducing their side effects [12,13]. These struc-
tures have considerably been investigated as drug delivery systems
and have also been used to dissolve water-insoluble drugs in
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Fig. 1. Chemical structure of AmB.

aqueous medium or water-soluble drugs in lipophilic medium [14].
An ME is a system which contains water and oil coexisting in ther-
modynamic equilibrium due to the presence of a surfactant film
at the oil-water interface [15-17]. It is formed spontaneously and
exhibits typical physicochemical properties, such as optical trans-
parency and isotropy, a wide range of viscosity and thermodynamic
stability [15,18]. Usually, the system contains surfactants and cosur-
factants to achieve the low interfacial tension and required packing
parameters [19]. MEs differ from conventional emulsions not only
by their much smaller structural size but also by their thermody-
namic stability [20].

Modifications in the composition of the ME can promote
changes in its structural features and consequently in its mechani-
cal behavior and may constrain the extent of mobility and direction
of the movement of the molecules dissolved in such systems
[15,21]. It is known that less ordered microemulsion systems usu-
ally have reduced viscosity, while the more ordered hexagonal and
cubic phases show the elastic properties of solids. As the mobility of
molecules is higher in liquid than in solid systems, such structural
modifications can raise the rate and the profile of drug delivery
[14,21].

In this work, an ME stabilized by the mixture of phos-
phatidylcholine and neutral polissorbate hydrophilic surfactant
was studied. The systems were characterized in a pseudo-ternary
phase diagram. The diameter distribution of the oil phase was ana-
lyzed in relation to the used surfactant and oil phase contents.
Rheological studies were performed by controlled-stress rheologi-
cal analysis. The variation of the droplet diameter and rheological
properties were studied in the presence and absence of AmB incor-
porated into the ME system.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Soya phosphatidylcholine (SPC), (Epikuron 200™) was pur-
chased from Degussa Texturants Systems Deutschland GmbH &
Co. (Hamburg, Germany); amphotericin B powder, lot 596/07,
was kindly provided by Cristalia, Brazil. Captex 200™ (propy-
lene glycol dicaprylate/dicaprate) (O) was kindly provided by
Abitec Corporation, (Janesville, USA). Phosphoric acid P.A. and
polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween 20) (Tw) were from
Sigma Chemical Co. (Saint Louis, USA). Water was purified in a Milli
Q Plus system (Millipore) and its resistivity was 18.2 M2 cm. All
other solvents and chemicals were of analytical grade.

2.2. Methods

2.2.1. Pseudo-ternary phase diagram

The appropriated proportions of SPC/Tw for the surfactant mix-
ture (S) were previously established in this study as 1:1 (w/w), and
thus the surfactant mixture provided a sufficiently clear system

conceptually consistent with the ME structure. Captex 200™ (0)
was added to the semisolid mixture of SPC/Tw (S) in suitable ratios
from 1:9 to 9:1 (w/w) to obtain the phase diagram. To the con-
stantly stirred semisolid mixture (1.0 g), containing S and O, the
aqueous phase (W) was slowly added with a precision burette. The
transitions from semisolid mixture to optically clear ME and then
from clear ME to translucent colloidal ME were sharp and repro-
ducible to within 0.05 mL of W. The titrations were carried out in
a controlled-temperature room at 25+ 0.1 °C. MEs were prepared
4 h before the experiments and maintained at 2540.1°C to allow
the system to reach complete equilibrium.

2.2.2. Microemulsion preparation

Selected weights of SPC and Tw were mixed to obtain S. To
the semisolid mixture of SPC/Tw, an appropriate amount of O was
added. To the constantly stirred mixture containing S and O, the
aqueous phase was slowly added. This additional sequence enabled
the homogenization of the surfactant. Subsequently, the system
was maintained under agitation using a 220-W Ultrasonic Liq-
uid Processor, model XL 2020 (USA), operating in a discontinuous
mode, for 20 min at room temperature. The mixture was left for
10 min in a thermostatic chamber at 25 4 0.1 °C. The samples were
centrifuged at 8500 x g) in an Ultracentrifuge Hitachi Himac CP-80
(Japan) for 15 min, to eliminate the titanium residues that could be
released from the sonicator tip. The appropriated amounts of AmB
were dissolved directly in the microemulsion (ME) previously pre-
pared. The formulations used in this work are described in Table 1
and characterized in Fig. 2.

2.2.3. Maximum incorporation of AmB into microemulsion

Microemulsions containing SPC/Tw (S), CP (0O), and buffer phos-
phate 10 mM pH 7.2 (W) were prepared in triplicate (Table 1). Three
milliliters of the ME were transferred to the sonication tube. An
excess of AmB was added, and the system was submitted to a tip
ultra-sound vibration for 20 min. After sonication, the mixture was
left for 10 min in the thermostatic chamber at 25 + 0.1 °C. The MEs
were centrifuged at 8500 x g) in a Hitachi Himac CP-80 Ultracen-
trifuge (USA) for 15 min to remove the drug excess. The supernatant
was recovered and carefully filtered using a 0.45 pm membrane.
The filtrate was diluted and dissolved in methanol for the quanti-
tative analysis of the AmB by HPLC.

2.2.4. Quantitative analysis of AmB

The AmB was analyzed by HPLC using a Chromatograph Waters®
Alliance (USA) with automatic sample injector and Symmetry®C18
column 150 mm x 4.0 mm with a 5 um particle size. The mobile
phase was acetonitrile:EDTA 25 mM in a gradient mode (from 35:65
to 70:30 (v/v)), with a flow rate of 0.4mLmin~!, a column tem-
perature of 25°C, rheodyne injector with 100 1 loop, and UV-vis
detector at 410 nm.

2.2.5. Dynamic light scattering (DLS)

The particle size analysis was carried out using a dynamic light
scattering (DLS) apparatus (Brookhaven Instruments Corporation,
EMI 9863 model (USA) with laser source He-Ne 10 mW, 532 nm-
HUGHES, self-correlator, 64 channels). Before analysis the samples

Table 1
Composition of the ME formulations

ME composition (w/w) (%) MEA MEB MEC MED MEE MEF MEG

SPC/Tw (1:1)(S) 20 20 20 20 10 15 25
CP (0) 3 6 10 17 10 10 10
Aqueous phase (W) 77 74 70 63 80 75 65

See Fig. 2 for phase diagram location.
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S

255

Fig. 2. Pseudo-ternary phase diagram for the system containing SPC/Tw (S), Captex™ (0), and aqueous buffer (W). Key: (a) AmB-unloaded ME, (b) AmB-loaded ME, (ME)
microemulsion, (EM) emulsion and (O) specific compositions of the studied MEs, 25 °C. See Table 1 for ME formulation details.

were diluted with buffer phosphate 10mM pH 7.2 and filtered
(0.22 pm). The size measurements were carried out at fixed angle
0f 90°. The correlator was operated in parallel mode and the cumu-
lant method of analysis was used to calculate the mean sample size
according to the intensity of scattered light (Z—average diameter).
The results are the mean and standard deviation (S.D.) of at least 10
measurements of the samples. The measurements were performed
at25+0.2°C

2.2.6. Rheological measurements

The rheological properties of drug-loaded and drug-unloaded
MEs were determined using a controlled-stress Carrimed CSL 100
rheometer (TA instruments) with cone-plate geometry. The cone-
plate geometry is a 2° stainless steel cone with a 4cm diameter
and a gap of 55 wm between the cone and plate. The experiments
were performed with a shear rate (y) in the range of 0-400s-1.
The used shear rate regions were selected due to the resisting abil-
ities against the applied stresses. The rheological measurements
were performed for both up and down curves. The data of the shear
cycle were fitted to the power-law model using the Rheology Solu-
tions Software (version Data V1.1.7, TA Instruments). All rheological
determinations were carried out in triplicate for all samples and at
25.04+0.2°C.

3. Results and discussions

The pseudo-ternary phase diagram that describes the experi-
mental conditions in which the components must be combined to
form clear preparations is of relevance to characterization of ME
systems. For the MEs stabilized with SPC/Tw, the pseudo-ternary
phase diagram (Fig. 2) describes the wide range of possibilities
to obtain domain regions of clear systems in the phase diagram
where O/W microemulsions prevail. The surfactant used in this
work was selected from previous studies with initial ME formu-
lations containing various SPC/Tw mixtures providing a different
hydrophilic-lipophilic balance (HLB). The HLB describes the simul-
taneous attraction of the surfactant mixture for the oil and aqueous

phases. When it is similar to the required HLB of the ME oil phase,
the system provides the minimum energy condition for ME forma-
tion. The composition of the surfactant system SPC/Tw 1:1 (w/w)
was established in order to obtain the HLB value to provide the
clearest system used in the pseudo-ternary phase diagram. This
condition serves to optimize the solvation requirements of the sur-
factant and minimizes the free energy of the overall system. When
SPC/Tw surfactant was incorporated into the immiscible mixture
of O and aqueous buffer (W), the surfactant molecules could be
located in the oil-water interface, which is thermodynamically very
favorable to stabilizing the ME system.

For the system containing AmB, a very similar domain region for
oil-in-water ME was obtained in the phase diagram (Fig. 2). In this
particular region of interest, the ME formulations were selected in
order to obtain oil-in-water systems. Although the phase diagram
described in Fig. 2 is shown here with only the intention to illustrate
the ME region used in this study, the results were very interesting
because they reveal that the ME exists at infinite dilution in water.
The points A-D shown in Fig. 2 represent the specific composition
of the formulations ranging up to the oil phase proportion. On the
other hand, the points E-G represent the variations in the surfactant
proportion.

The data of the pseudo-ternary phase diagram (Fig. 2) shows
that it is possible to add a great volume of the aqueous phase and
a limited volume of the oil phase maintaining the thermodynamic
stability of the O/W systems. For both with and without AmB, the
O/W microemulsion region in the pseudo-ternary phase diagram
was verified within the limit of 20% of the oil phase. After the sys-
tem becomes opaque with transition to conventional emulsion, the
distinct transition from emulsion (EM) to ME could be observed. In
the presence of AmB, the area of the ME begins to appear with
approximately 60% of the aqueous phase (Fig. 2).

In the presence of AmB, the area of EM (Fig. 2a) is greater than
that observed in the absence of the drug (Fig. 2a-b). Depending
on the oil phase contents, a minimum of about 25% of the aqueous
phase was necessary to form the conventional EM phases. MEs with
high oil content were identified in the region of 0-25% of the aque-
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ous phase proportions. Additionally, this was observed not only in
the presence of AmB but also in the range of 0-35% in its absence.
In the pseudo-ternary phase diagrams with and without AmB, the
W/O ME allows the infinite dilution with the oily phase maintaining
its thermodynamic stability (Fig. 2).

ME:s systems are presented on both sides of the pseudo-ternary
phase diagram (Fig. 2) showing oil-in-water and water-in-oil ME
systems mutually separated by an opaque transition region with
greater internal microstructure, but that can be changed into either
of the systems depending on the component proportions. Thus,
when the oil phase proportion was increased, the system became
cloudy, indicating a change in the internal microstructure. In fact,
rheological measurements show that when the oil phase propor-
tion increases together with the decrease of the surfactant amount,
the apparent viscosity of these systems increases, indicating the
microstructure modifications.

The remainder region of the phase diagram represented by
opaque systems (EM) involves the conventional emulsions. Fur-
thermore, we have found that in the interest region of the phase
diagram, which represents W/O ME with high content of the aque-
ous phase, the incorporation of AmB did not induce significant
changes in the phase diagram region of ME-AmB (Fig. 2). The
systems remained isotropic and optically transparent and, after
8500 x g) centrifugation for 15 min, no phase separation or solid
sediment was observed. Thus, the stabilization of the system with
SPC/Tw provides the best condition to reduce the interfacial ten-
sion and to allow the formation of the smallest possible size of the
internal phase to obtain optically clear systems [22-25].

Light scattering is a routine technique to determine the diameter
of the internal phase of MEs. The light scattering measures were
made for liquid MEs, which were diluted with aqueous buffer in
order to detect experimental errors [26]. The diameters of the oil
droplets are shown in Figs. 3 and 4.

The data showed to be dependent on the ratio of surfactant
(Fig. 3) and oil phase (Fig. 4) in the ME formulations. We can verify
that for both drug-loaded and drug-unloaded ME the diameters
of the structures decrease with the concentration of surfactant
(Figs. 3 and 4).

For AmB-loaded ME we found that when the S proportion
increased, its mean droplet size diameter decreased from 205 to
82 nm (Fig. 3). This occurred slowly in smaller proportions of S,
and sharply between 20% and 25% of S. The abrupt reduction
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Fig. 3. Effect of the surfactant proportion on the diameter. Key: ((J) AmB-loaded ME
and (O) AmB-unloaded ME, 25 °C. See Table 1 for formulation details, 25°C.

160 - 5
120
E
£
=
2
2 80+
8
a
40 [s]
0 T T T T
4 8 12 16

[Oil phase] (%)

Fig. 4. Effect of the oil phase on the diameter of the ME. Key: (O) AmB-loaded ME
and (O) AmB-unloaded ME. See Table 1 for formulation details, 25°C.

verified in the final range of S contents can be related to an addi-
tional dissolution of AmB fraction from the oil-water interface
caused by the excess of the surfactant in the bulk of the dispersion
medium.

For drug-unloaded ME, the mean droplet size diameter was
about 3.0-fold lower than that for AmB-loaded ME with low S con-
tent. The results show a linear dependence with little slope by the
effect of the S proportion (Fig. 3). The decrease of the mean diame-
ter of the droplets was from 68.3 to 34.1 nm, in the range of 10-25%
of S, respectively. The decrease in droplet size diameter allowing
the formation of clear to semi-transparent systems, demonstrating
the good effect of the 1:1 (w/w) SPC/Tw ratio in the reduction of
the interfacial tension for the ME stabilization [22-23]. This profile
can be explained since the surfactant organizes as a monolayer at
the oil-water interface reaching saturation in high proportions and
leading to minimum droplet size diameters [13,27].

The change of the hydrodynamic diameter of the oil droplets as
a function of the oil ratio is shown in Fig. 4.

Since the experimental data were obtained with a fixed propor-
tion of S (20%), the droplet size diameter values achieved in the low
oil phase content were about 141.6 and 37.7 nm, for the drug-loaded
and unloaded ME, respectively. It was shown that the oil phase has
little effect on the mean droplet size diameter. This profile shows
that the S proportion was sufficient to cover the entire oil-water
interface and provide a thermodynamically stable system.

Therefore, we have found that the AmB incorporation into the
ME modified the droplet size diameter profile of the internal oil
phase of the ME. For both the surfactant and oil phase, the effect
on the mean droplet size diameter profile of the AmB-loaded ME
was more pronounced in all ranges of component proportions
(Figs. 3 and 4). One hypothesis to explain the biggest diameters
of the oil droplets when AmB was incorporated into the ME sys-
tem is related to the hydrophobic property of the AmB molecule in
the studied pH region. Besides, since the pK; value of the amino
group of AmB was taken as 5.7 for ~-COOH and 10.0 for —-NH,,
under the experimental conditions (pH 7.2), the AmB is ampho-
teric and very slightly water soluble, and then can be favorably
partitioned into the oil phase. In this condition the AmB can be
considered as an additional fraction of the oil phase added to the
ME system, increasing the droplet volume. Moreover, as the AmB
molecule also exhibits amphiphilic properties, a fraction of the drug
molecules can incorporate as a spacer into the surfactant mono-
layer at the oil-water interface, leading to an increase in droplet
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Fig. 5. Rheological behavior of the ME stabilized with SPC/Tw in function of the oil phase. (See Table 1 for formulation details). Key: (a) AmB-unloaded ME and (b) AmB-loaded

ME.

size. Thus, these phenomena can explain the parallel shift between
AmB-unloaded and AmB-loaded ME data observed in Fig. 4.

The data in Figs. 5 and 6 show the rheological profile of the
samples and correlate the shear stress (t) and the shear rate (y)
relationships. The response of the anti-thixotropic properties of the
ME to stepwise changes of shear rate is shown in Fig. 5a-b.

It was found that for both drug-loaded and drug-unloaded MEs
this property decreased with the increase of the oil phase propor-
tion in the system. The addition of AmB to the ME system has a little
effect on this property. The results in Fig. 5 demonstrate that the
thixotropic ME becomes more mobile with the stirring.

The results of the surfactant effect on rheological behavior of
drug-loaded and drug-unloaded MEs are shown in Fig. 6a-b.

The flow curves revealed that the majority of the ME systems
showed a non-linear relationship between the shear stress () and
shear rate (y), which is characteristic of a non-Newtonian flux
material. [t was verified that the anti-thixotropic response was very
similar to that observed for the oil phase (Fig. 6a-b). In fact, the flow
curves revealed that, especially in high S and O contents, the ME
systems showed a non-linear relationship between the shear stress
and the shear rate, exhibiting a non-Newtonian profile. In this case
the viscosity is dependent on the shear rate, pressure, temperature,
and time [28]. Because of these properties, the systems behave as
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pseudoplastic ones, and a power-law model can be used to describe
the flow characteristics of the MEs. Thus, the flow behavior can be
described by the Eq. (1) [29]:

T=k(y)" (1)

where k is a constant parameter related to the viscosity (consis-
tency index) and n is the flow behavior index. In this model n>1
represents a dilatant fluid, n<1 represents a pseudoplastic fluid,
and Newtonian fluids have an n value of unity.

In general, the changes in the material caused by the shear-
ing process increase the apparent viscosity under the shear stress.
However, the structure is gradually recovered when the stress is
removed [30,31]. On the other hand, the results of our system
showed that despite the rheological curves showing a decrease of
the viscosity, a more ordered arrangement was observed after the
shearing process, typical behavior of anti-thixotropic systems.

This is a desired property in pharmaceutical dispersions as ME,
especially for pseudoplastic systems, because the decrease of the
viscosity facilitates not only the drug administration but also the
ME preparation. Moreover, the more ordered system formed after
the shearing process may be responsible to prolong or modify the
drug release profile. For the AmB-unloaded ME, the thixotropic
behavior was negligible, highlighting the AmB role in the ME weak
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Fig. 6. Rheological behavior of the ME stabilized with SPC/Tw in function of surfactant ratio. Key: (a) AmB-unloaded ME and (b) AmB-loaded ME. See Table 1 for formulation

details.
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Fig. 7. Consistency index of the ME stabilized with SPC/Tw in function of the oil
phase content. Key: (O) AmB-loaded ME and (OJ) AmB-unloaded ME. See Table 1 for
formulation details, 25°C.

thixotropy. It is known that the thixotropic property progressively
breaks down on shearing and slowly rebuilds more organized
arrangements at rest for a time period [32,33]. Furthermore, these
results show that the addition of AmB to the ME system does not
cause interactions between the dispersed droplets. In this case the
decrease in the shear rate during the rheology analysis induces
the formation of new structures which temporarily decrease the
viscosity, providing conditions for the existence of thixotropy.

The apparent viscosity of the ME is directly related to the con-
sistency index that is measured directly from the slope of the
rheological curves. Figs. 7 and 8 show that for both the AmB-loaded
and AmB-unloaded MEs, the values of the consistency index varied
slightly in low proportions of O and S. The AmB incorporation into
the ME led to a sharp rise in its consistency index in high propor-
tions of O compared with the empty ME. This phenomenon is in
agreement with the results of Figs. 3-4, showing a significant con-
tribution of AmB in increasing the diameter of the droplets of the
internal phase ME.

In addition, the effect of the S content on the modification
of the consistency index discloses that the profile also leads to
an increase in this parameter when compared with the empty
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Fig. 8. Consistency index of the ME stabilized with SPC/Tw in function of surfac-
tant ratio. Key: (O) AmB-loaded ME and (O) AmB-unloaded ME. See Table 1 for
formulation details, 25 °C.

ME (Figs. 7 and 8). This effect can be explained since the inter-
action of AmB with the oil droplets provokes the formation of
more voluminous microstructures, which are reflected directly in
the consistency index. In fact, the light scattering analysis showed
larger diameters for the internal oil droplets when AmB was incor-
porated into the ME (Figs. 3 and 4). Also, it is well known that
the increase of the oil phase and surfactant contents leads to an
enhancement of the consistency index [33,34].

In this work all the n determined values were less than unities,
indicating that these systems behave as pseudoplastic shear-
thinning fluids. This behavior is due to the orientation of droplets
towards the flow caused by shearing of the system. In these condi-
tions, the consistency index is strongly influenced by the size of the
droplets [35]. For both the AmB-loaded and AmB-unloaded MEs,
the values of the consistency index increase about 18- and 25-fold
with the oil phase proportion, respectively.

The variation of the consistency index (Figs. 7 and 8) verified
in our results could be due to the properties of the oil phase
and also to the modifications achieved on the diameter of the oil
droplets. For diluted ME systems, the oil droplets were scarce and
have no or little effect on the viscosity. But when the diameter
increases, or the number of droplets increases per unity of volume,
the droplet-droplet interactions become predominant and then the
frictional effects can lead to the consistency index increase.
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Fig. 9. Incorporation of the AmB in the microemulsion system. (a) Effect of the oil
phase and (b) effect of the surfactant contents. See Table 1 for formulation details,
25°C.
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Since in the experimental conditions the water solubility of AmB
can be considered negligible, we have verified the effect of the pro-
portions of the oil phase and the surfactant proportions on the
solubility of the drug. The results of the association of AmB to ME,
the effect of the oil phase proportions and the surfactant contents
are shown in the solubility diagram of Fig. 9a-b.

The concentration of the dissolved AmB was remarkably
increased by the addition of the oil phase (Fig. 9a) and surfactant
(Fig. 9b), increasing probably up to a plateau in high proportions
of these components. These features clearly demonstrate that AmB
interacts strongly with the internal phase of the ME system through
a hydrophobic effect. This rate of AmB association to ME is typical
of the neutral drugs incorporation into supramolecular aggregates
as micelles and microemulsions [36-38]. In fact, since the pKj, val-
ues of AmB were 5.2 and 10.0 for the carboxilate and amino groups,
respectively, at the experimental pH region AmB is an amphoteric
compound, and then it is formally neutral and may interact with
microemulsion aggregates through hydrophobic effect, associating
predominantly into the oil phase.

Furthermore, since this ME system also exhibited great physical
stability, we could rationalize the most appropriate ME formula-
tion for incorporation of AmB. We found that in the range of the
experimental conditions, the maximum incorporation of AmB into
the ME system was about 6.80 mg/mL of the ME. This is a quite
sufficient concentration, higher than the required dose for use in
antifungal therapy, which is 5 mg/mL. Thus, the aqueous solubility
of AmB was significantly increased by association with neutral MEs
which offer many promising features for their possible widespread
use as a vehicle for AmB administration.

4. Conclusions

The results of this work show that it is possible to obtain
oil-in-water and water-in-oil microemulsions stabilized by mixed
surfactant SPC/Tw. The pseudo-ternary phase diagram demon-
strates that clear systems such as oil-in-water microemulsions
exist in a defined region of high water contents and that the
increase in the oil phase leads to the formation from a transition
region to a conventional emulsion region followed by a water-in-oil
microemulsion. The O/W ME system of interest was thermody-
namically stable, appropriate from the rheological point of view
and from its droplet size distribution. Since it also allowed the
incorporation of appropriate AmB concentrations for therapeutic
administration, we can conclude that the investigated ME system
can be a promising vehicle as a new drug-carrier for AmB.
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