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Resumo

Nas Ultimas décadas, tém se observado um interesse crescente na inovacao de sistemas nanoestruturados
utilizados para a liberacéo prolongada de diversas substancias. No caso de farmacos, as formulacGes de
liberacdo prolongada apresentam diversas vantagens em relacdo as formas convencionais de
administracdo, tais como alta eficiéncia de liberacdo, controle preciso da dosagem por periodos
prolongados e diminuicdo da toxicidade. Dependendo da composi¢do, uma mistura entre tensoativo,
0leo e agua podem formar diversos sistemas nanoestruturados com o0s mais variados niveis de
organizacao estrutural, caracteristica que interferi diretamente no processo de liberacdo. Neste trabalho
esses sistemas foram obtidos pela construcdo de diagramas de fases, utilizando tensoativos com
diferentes graus de hidrofilia, 0 PPG-5-Ceteth-20 e o Oleth 10, como fases oleosas 0 Acido Oleico e o
Miristato de Isopropila. Através dos diagramas foi possivel observar diferencas significativas
relacionadas com as caracteristicas dos sistemas, devido a capacidade que o Oleth 10 como tensoativo e
o Acido Oleico como fase oleosa tém em diminuir a tensdo interfacial, facilitando a formac&o de uma
extensa regido de sistemas transparentes. A caracterizacdo da estrutura interna dos mesmaos foi feita por
microscopia de luz polarizada, espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) e medidas reoldgicas.
Através da microscopia foi possivel identificar caracteristicas isotropicas e anisotrépicas, sendo
posteriormente confirmadas pelo SAXS, o qual permitiu ndo s6 a identificacdo das nanoestruturas, mas
também uma avaliacdo mais aprofundada sobre o nivel de organizacdo estrutural, principalmente dos
arranjos liquido-cristalinos, caracteristica que foi reforcada através das medidas reoldgicas, as quais
proporcionaram uma melhor definicdo sobre o comportamento desses sistemas. A caracterizagdo das
formulacBes carregadas com os farmacos (diclofenaco de sddio e diclofenaco de potéssio) revelaram
importantes informacdes utilizadas na compreensdo dos perfis de liberacdo. A maior solubilidade dos
farmacos encontrada nos tensoativos e na dgua em relacdo as fases oleosas indicou a localizagdo dos
mesmos na interface tensoativo - dgua da bicamada lamelar; e na interface tensoativo - agua entre os
cilindros do arranjo hexagonal, propriedade que torna o processo de difusdo dos farmacos mais lenta,
revelando uma liberacdo de caracteristica prolongada descrita pelo modelo matematico de zero ordem.
Os resultados de liberacdo indica que o processo de difusdo e liberagdo “in vitro” foi controlado,
principalmente pelo tipo de tensoativo, ou seja, o sistema formado pelo PPG-5-Ceteth-20 favoreceu uma
difusdo mais rapida do diclofenaco de potassio, caracteristica relacionada com a solubilidade do
farmaco no tensoativo, proporcionando a sua molécula uma maior mobilidade entre a interface. As
caracteristicas cosmotropicas e caotrdpicas relacionadas ao sal de sddio e ao sal de potassio revelaram a
influéncia de outras propriedades, além da solubilidade, relacionadas com as moléculas dos farmacos
nos processos de difusdo através dos arranjos liquido-cristalinos formados por uma maior concentragdo

de agua.



Abstract

In the last decades it has been observed a growing interest in nanostructure systems innovations,
wich are response for control release of several substances. In the case of drugs, the formulations
which promote the controlled release present many advantages against the conventional forms of
administration, such as high release efficiency, precise dosage control for long periods and toxicity
decreasing. Depending on the composition, a surfactants mixture, oil and water can form different
nanostructured systems with the most different organization structure degrees, which can directly
interfere in the global process of drugs release. In this paper the nanostructured systems were
obtained through the building of phases diagrams, using surfactants with different hydrophilic
degrees, the PPG-5-Ceteth-20 and the Oleth 10, as oil phases the Oleic Acid and Isopropil Miristate.
It was possible to observe significant difference between the diagrams wich are related with the
characteristics of the obtained systems, due to a higher capacity that Oleth 10 as a surfactant and the
Oleic Acid as oil phase have in decreasing the interfacial tension, and consequently promoting a
greater region of transparent systems. The internal structure of these systems was characterized by
polarized light microscopy, small angle X-ray scattering (SAXS) and rheological measurements.
Through the microscopy it was possible to identify the isotropic and anisotropic characteristics,
being later confirmed by SAXS. This characterization through SAXS allowed not only the
nanostructures identification, but also a more deeply evaluation on the structure degree, mainly on
the arrangement of liquid-crystalline. The rheological test also provided a better understanding
about the degree of internal structure of nanostructured systems, mainly those which differ by the
proportion of surfactant/water phase. The systems incorporated with the drugs (sodium diclofenac
and potassium diclofenac) were also characterized and showed important characteristics that were
used in the release profile understanding. The highest solubility of drugs found in the surfactants
and in the water in relation to oil phase showed the localization of the drugs in surfactant-water
interface of lamellar bilayers; or surfactant-water interface between the cylinders of hexagonal
arrangements, providing to the drugs in both arrangements a slower diffusion, showing a controlled
release described by the mathematical model of zero order. The results showed that the diffusion
process and release “in vitro” was controlled mainly by the kind of surfactant, i. e., systems formed
by PPG-5-Ceteth-20 favoring a faster diffusion of potassium diclofenac, characteristic related to the
drug solubility on the surfactant, providing to its molecules a bigger mobility between the
interfaces. Other results related to the kosmotropic and kaotropic characteristics of the salt sodium
and potassium showed the influence of other properties, beyond the solubility, related to the drugs
molecules in the process of diffusion through arrangement liquid-crystalline obtained by higher

water concentration.
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1 Introducéo

Atualmente, muitos sistemas de liberacdo prolongada de farmacos vém sendo
estudados, como exemplo: os lipossomas, as emulsdes, as microemulsdes e 0s cristais
liquidos. Os sistemas nanoestruturados como as microemulsdes e os cristais liquidos tém sido
empregados com sucesso na area farmacéutica, pois conseguem modificar a velocidade de
liberagdo, oferecer beneficios como o aumento da solubilidade e absorgéo, assim como um
maior controle da biodisponibilidade de farmacos. Como sistemas reservatorios 0s mesmos
podem alterar parametros farmacocinéticos, diminuindo a toxicidade e aumentando a eficacia
clinica (FORMARIZ, et al., 2005).

Nos Ultimos anos, foram realizados estudos de grande importancia (CONHEN-
AVRAHAMI et al., 2010; YARIV et al., 2010; AMSALEM et al., 2010; LIBSTER et al.,
2011; CONHEN-AVRAHAMI et al., 2012; GARTI et al., 2012), fundamentados na inovacao
de sistemas liquidos cristalinos para a veiculacdo do diclofenaco e seus derivados, com o
objetivo de minimizar a toxicidade e aumentar sua eficécia clinica. Estes estudos abordam
principalmente as caracteristicas estruturais desses sistemas com os coeficientes de difusao,

assim como os perfis de liberacdo e permeacao “in vitro”.

O diclofenaco ¢ um dos principias anti-inflamatério da classe ndo esteroidal
(AINE), sendo usualmente utilizado no tratamento de artrites e lesdes de tecidos moles e
encontra-se disponivel em uma série de formas farmacéuticas, que podem ser administrada
por via oral, retal ou por via intramuscular (FEI et al., 2006). Por outro lado, o uso oral do
diclofenaco pode causar alguns efeitos adversos, principalmente relacionados com os danos
gastro-intestinais. Dessa forma, a via transdérmica vém sendo cada vez mais utilizada como
uma opcao ao paciente, principalmente em relacdo aos efeitos indesejaveis dos AINE. A via
transdérmica tém sido considerada promissora para o fornecimento de medicamentos com o
objetivo de minimizar efeitos colaterais e a metabolizagdo pré-sistémica (PAGLIARA et al.,
1999). Estudos clinicos tém demonstrado que a administracdo topica do diclofenaco resultou
em niveis mais elevados na derme e no muasculo em comparacdo a administracdo oral
(HEYNEMAN et al., 2000; BRUNNER et al.,, 2005). Os principais beneficios da
administracdo topica estdo relacionados com a capacidade de atingir uma liberagdo sustentada
e minimizar o impacto com o trato gastro-intestinal. No entanto, o caminho transdérmico é

ainda um grande desafio, devido a camada de pele exterior, 0 estrato corneo, que serve como
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uma barreira, impedindo a penetracdo de certas moléculas (HATZIANTONIOU et al., 2000;
CEVCetal., 2010; CONHEN-AVRAHAMI et al., 2012).

Em relacdo a liberacdo prolongada, os cristais liquidos vém sendo considerados
excelentes sistemas de liberacdo, devido sua grande area interfacial interna, com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes da area externa, formando microambientes distintos,
com diferentes constantes dielétricas, permitindo compartimentalizar farmacos polares e
apolares (BOYD et al., 2006).

Drummond e Fong (2000), também relataram sobre a capacidade que as estruturas
liquidas cristalinas tém em atuar como sistemas de liberacdo prolongada. Segundo os autores,
o perfil de liberacdo a partir desses sistemas é influenciado por fatores relacionados com 0s
farmacos, como a difusdo, a solubilidade e o coeficiente de particdo, e também aos fatores
fisico-quimicos relacionados com 0s arranjos, tais como a porosidade, a geometria e a

tortuosidade dos poros e a proporcao e a natureza dos componentes da mistura.

No entanto, existem poucos estudos que correlacionam a liberagdo prolongada de
farmacos nos diferentes arranjos liquido-cristalinos (lamelar, hexagonal e cubico) com as
propriedades fisico-quimicas dos mesmos. Um dos poucos trabalhos que avalia a influéncia
de tensoativos com diferentes graus de hidrofilia na difusdo e permeacédo de substancias em
sistemas liquido-cristalinos foi realizado por Brinon et al., 1999, que avaliou o efeito dos
arranjos lamelares, hexagonais e cubicos na permeacdo de duas substancias fotoprotetoras
muito utilizadas na formulacéo de protetores solares, a Benzofenona-4 e o Metoxicinamato de
2-etil-hexila, que apresentam caracteristicas de solubilidade distintas, a primeira sendo
hidrossoltvel e a segunda lipossolUvel. Os resultados revelaram uma interacdo entre as
substancias e o sistema liquido-cristalino bastante complexa e mostraram que tanto o
coeficiente de difusdo quanto o perfil de permeacdo cutanea destas substancias é bastante
controlado tanto pela composicdo quanto pelo tipo de arranjo liquido-cristalino formado. Para
melhor compreender a influéncia da estrutura liquido-cristalina no coeficiente de difuséo de

substancias com solubilidade diferentes, muitos estudos ainda necessitam serem realizados.
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2 Revisao Bibliografica
2.1  Cristais liquidos

A histéria dos cristais liquidos vem de cem anos atrds, quando o Professor
Friedrich Reinitzer observou algo incomum sobre uma substancia chamada benzoato de
colesterila durante os processos de fusdo (CIOCA e GALVO, 1990). Entretanto, os cristais
liquidos séo conhecidos desde 1889, quando Lehmann descreveu um estado intermediario na
transformacéo térmica a partir do estado sélido para o liquido. E foi em 1922, que Friedel
usou o termo “estado mesomorfico” (mesos — intermediario e morphé — forma) para definir
este quarto estado da matéria; com isso, os cristais liquidos passaram a ser denominados como

fases mesomorficas ou mesomorficas cristalinas (TYLE, 1989).

Esta fase intermedidria (mesomorfia) apresenta caracteristicas de sélidos e
liquidos, por possuirem ordem estrutural, rigidez e ligacdes definidas como a dos solidos e
mobilidade, regides desordenadas e fluidas como a dos liquidos, ou seja, estd mesofase possui
propriedades mecanicas tipicas do estado liquido e certa ordem molecular, constituindo assim
uma fase fluida e ordenada (TYLE, 1989; CIOCA e GALVO, 1990; BEVAQUA, 1991).

Os cristais liquidos sdo considerados estruturas ordenadas com arranjo molecular
caracterizado por regibes hidrofobicas e hidrofilicas alternadas (LOPEZ et al., 2000). O
estado liquido cristalino (mesofase) pode ser alcancado através do aumento da temperatura
(termotrdpicos) ou pela adicdo de um solvente (liotrépicos) (BURROWS, 1994). A classe
termotropica dos cristais liquidos é formada pela influéncia da temperatura do sistema, a qual
a substancia é submetida. Para a molécula se organizar é necessaria uma quantidade de
energia disponivel proveniente da temperatura, sendo, portanto pouco estaveis. Os
termotropicos sdo classificados em nematicos e esméticos. Os nematicos possuem moléculas
gue se organizam de forma paralela e 0s esméticos, no qual as moléculas encontram-se de
forma estratificada mantendo-se em camadas (TYLE, 1989). Os cristais liquidos liotropicos
sdo geralmente formados por substancias anfifilicas (tensoativos) tratadas por um solvente,
por exemplo, a agua. A formacao desse tipo de cristal liquido depende da natureza hidrofilica
e lipofilica do tensoativo e de sua concentracdo. Essa interacdo entre o agente tensoativo e as
moléculas do solvente (agua) é do tipo fraca a qual determina a formacéo dessas estruturas
(TYLE, 1989; HYDE, 2001).
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De acordo com Tiddy (1980), os cristais liquidos liotropicos sdo considerados
como um conjunto ordenado de micelas de grandes dimensdes, ocorrendo em altas

concentracdes de tensoativos e sempre acima da concentragdo micelar critica.

A formacdo destas estruturas leva em consideracdo a composicdo do sistema,
presenca de sais, de Oleos e de co-tensoativos, assim como a temperatura e estrutura do
tensoativo. Para a formacdo de estruturas lamelares, geralmente possuem forma cilindrica, Ja
para a formacdo da fase hexagonal e micelar, ele ocupa a area de um cone. O parametro de
empacotamento critico (PEC) € utilizado para entender qual tipo de estrutura do tensoativo é
preferencial para formar determinado sistema, sendo definido como PEC =v/a.l,emqueov
é 0 volume da cadeia hidrofobica, a € area da cabeca polar e | o comprimento da cadeia
hidrofobica (Figura 1) (MALMSTEN, 2002).

Figura 1 - Estruturas liquido-cristalinas, micelares e microemulsionadas formadas
dependendo do parametro de empacotamento (ditado pela geometria da molécula), teor de
agua e temperatura, em que Vh/aO.L é o fator de empacotamento (BORNE, 2001).
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As mesofases liotropicas mais importantes sdo: as fases lamelares, as hexagonais
e as cubicas, conforme mostra a Figura 2. A fase lamelar é formada por camadas duplas de
tensoativos com os grupos hidrofilicos introduzidos nas camadas aquosas, suas cadeias
hidrocarb6nicas encontram-se no estado liquido e as bicamadas anfifilicas estdo separadas por
camadas de &gua. Uma caracteristica dessa fase é a fluidez, apesar do alto conteudo de
tensoativos, fazendo com que suas lamelas deslizem facilmente sobre as outras. Ja a fase
hexagonal, apresenta um centro lipofilico rodeado por uma camada interfacial de grupos
hidrofilicos hidratados. Nos sistemas de fase cubica, as moléculas estdo arranjadas de forma
esférica em cubos. O arranjo esférico tem a por¢édo hidrofilica da molécula sobre a superficie
e a porcdo lipofilica esta dirigida para o centro da esfera, as regies hidrofilicas interagem
com a agua, originando o arranjo cubico, sendo uma estrutura opticamente isotropica (TYLE,
1989; FORMARIZ, et al., 2005). De acordo com Brinon et al., 1999, existem duas principais
fases cubicas. A primeira é um cubo continuo, o qual consiste em um dominio de agua
dividindo duas redes continuas de tensoativos. A segunda € um cubo micelar e consiste em
discretas camadas de tensoativos organizadas em uma estrutura cubica separadas por uma fase

polar continua.

Os cristais liquidos também podem ser formados por o monoelato de glicerila
(lipideo polar biodegradavel), o qual é capaz de formar diferentes tipos fases liquidas
cristalinas na presenca de agua (lamelar, hexagonal e cubica). A formacdo dessas fases
depende da temperatura e da quantidade de agua, sendo a fase lamelar formada em
temperaturas baixas (< 50°C) e a quantidade de agua é menor que 20%; a fase clbica em
temperaturas variadas (< 90°C) e a quantidade de agua esta 20 e 40%; e a fase hexagonal em
altas temperaturas (>90°C) e quantidade de 4gua é semelhante a da fase ctbica (TIDDY 1980,
BURROWS, 1994; SINGH, 2000; SHAH, 2001).
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Figura 2 — Representacdo das principais fases cristalinas liotropicas. (BRINON et al., 1999).

Lamellar liquid crystal

7 ﬂz
V }fﬁ!.‘{ir/
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A identificacdo da estrutura interna dos cristais liquidos, além de ser muito
importante, é também complexa. Técnicas como espalhamento de raios-X a baixo angulo
(SAXS), espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS), espalhamento de luz (light
scattering), microscopia eletrénica de transmissdo e ressonancia magnética nuclear estao
sendo cada vez mais utilizadas. Entretanto, outros métodos mais comuns, como condutividade
ibnica, medidas reoldgicas, espectroscopia de fotocorrelacdo, microscopia de luz polarizada,
entre outros, também sdo bastante utilizados para o estudo do comportamento fisico-quimico
destes sistemas (CHORILLI et al., 2009).
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2.2  Diagramas de Fases

Sistemas nanoestruturados podem ser obtidos pelo diagrama de fases (BOONME
et al., 2006; CORREA et al., 2005). Estes diagramas representam o comportamento de
sistemas especificos, formados através da combinacdo de diferentes concentragcdes de
tensoativo, de fase oleosa e de fase aquosa. De certo modo, os diagramas descrevem as
condigbes em que cada componente deve ser combinado para formar esses sistemas, sua
forma geral é do tridngulo equilatero, cada vértice desse triangulo corresponde a 100% de
cada componente, sendo o vértice superior correspondente ao tensoativo, o vértice esquerdo a

fase aquosa e o direito correspondente a fase oleosa.

Com a modificagdo progressiva da composicdo de uma mistura, as mudancas
produzidas na solucdo podem ser traduzidas por importantes variagdes nas propriedades
termodinamicas dos compostos que a compde. Por outro lado, as observacdes dessas
propriedades e sua evolugdo com a composicdo da solucdo podem fornecer informacdes
especificas sobre a estrutura do meio (OLIVEIRA et al., 2004). De acordo com as condi¢des e
proporcbes dos constituintes, podem-se delimitar regides em que ocorre a formacdo de
sistemas homogéneos de caracteristica isotropica  (sistemas  micelares  e/ou
microemulsionados), anisotropica (cristais liquidos de fase lamelar e hexagonal) e sistemas

emulsionados.

2.3  Componentes utilizados na formacao de sistemas de liberagdo prolongada

2.3.1 Tensoativos

Os tensoativos sdo moléculas anfifilicas, capazes de diminuir as tensdes
interfaciais dos sistemas, sendo caracterizados por possuirem em sua estrutura duas regides
com polaridade distinta: Uma parte da molécula € polar (hidrofilica), solavel em agua ou em
outros solventes polares; enquanto que a outra parte é apolar (hidrofébica), solivel em
hidrocarbonetos ou em solventes apolares (ATWOOD, 1983). Os tensoativos também
permitem incorporacdo de farmacos hidrofilicos em sua regido polar e farmacos lipofilicos em
sua regido apolar (LAWRENCE et al., 2000).

As substancias tensoativas em presencga de agua e Oleo tendem a se localizar nas

interfaces orientando-se de maneira que o grupo polar fique voltado para a fase aquosa e 0
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grupo apolar para a fase oleosa, formando um filme molecular ordenado nas interfaces, que
reduz as tensdes interfaciais e superficiais (PROSSER e FRANSES, 2001).

Os tensoativos séo classificados de acordo com a carga do grupo polar, podendo
ser: catibnicos, quando possuem carga positiva; aniénicos, quando a carga € negativa; neutros
ou ndo ibnicos, quando ndo possuem carga; e zwiteridnicos, quando a carga liquida é nula em
virtude de possuirem dois grupos na cabeca polar, um positivo e outro negativo
(LAWRENCE et al., 2000).

Segundo Gustaffon et al., 1997, o aumento da concentracdo do tensoativo requer
que as moléculas se ordenem, de maneira a reduzir a interagdo entre as caudas apolares e o
meio hidrofilico. Uma vez atingida a concentragdo micelar critica, ocorre a formacgdo de
micelas, e as moléculas de tensoativo passam a interagir entre si. Trés interacfes sdo
dominantes e determinam o numero de moléculas ideal para a formagdo e o formato do
agregado: repulsdo entre os grupamentos polares, interacdes entre as cadeias apolares e entre
as interfaces polar-apolar. A redugdo ou o aumento da concentragdo do tensoativo e do
solvente favorece a formacdo de diferentes sistemas, tais como as microemulsées, cristais
liquidos e emulsdes. Sendo que as interacfes intermicelares, associadas as interacdes entre as

moléculas da micela e a geometria do tensoativo influenciam o tipo de sistema formado.

As moléculas de tensoativos ndo idnicos também sdo classificadas de acordo com
seu equilibrio entre as partes hidrofilicas e lipofilicas das moléculas, numerado com um
determinado valor do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL). Substancias de EHL muito
baixo, ou menor que trés, sdo lipofilicas, apresentando apenas propriedades antiespumantes.
Substancias de EHL entre trés e nove J& apresentam propriedades emulsificantes dando
origem a emulsdes do tipo A/O. Substancias de EHL entre oito e dezesseis Ja comecam
apresentar caracteristicas hidrofilicas dando origem a emulsfes do tipo O/A. Substancias de
EHL acima de dezesseis Ja apresentam caracteristicas hidrofilicas atuando como
solubilizantes (PRISTA et al., 1990). A formacédo dos cristais liquidos liotropicos também
depende da natureza hidrofilica e lipofilica do tensoativo, ou seja, dependem do valor de
EHL, assim como da sua concentragdo (TYLE, 1989; HYDE 2001). Alguns tensoativos
catibnicos e ndo ibnicos em altas concentragfes quando tratados com solvente (&4gua) sdo
capazes de formar cristais liquidos liotropicos, incluindo suas fases mais importantes: lamelar,
hexagonal e cubica (TYLE, 1989). Sistemas de liberagdo de farmacos estabilizados com

tensoativos ndo ibnicos sdo, geralmente, menos afetados pela presenca de aditivos (tampéo,
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eletrolitos e conservantes) e mudancas no pH que os tensoativos idnicos, aléem de serem mais
seguros e menos susceptiveis em causar irritacdo (KREILGAARD, 2002; GARTI et al.,
2004). Os tensoativos ndo idnicos possuem em sua maioria concentracdo micelar critica muito
menor que dos tensoativos ionicamente carregados, e por isso S&0 menos irritante e mais
tolerados (MALMSTEN, 2002).

Os tensoativos ndo i0nicos da classe dos polioxietilenos e polioxipropilenos como
0 alcool cetilico etoxilado e propoxilado (PPG-5-Ceteth-20) sdo obtidos pela reacdo de um
alcool, de origem natural, com 20 moléculas de 6xido de etileno (OE) mais 5 moléculas de
Oxido de propileno (OP). Com o aumento do grau de etoxilacdo, aumenta-se a hidrofilia da
molécula (maior EHL) alterando, consequentemente sua solubilidade em &gua, no entanto, as
moléculas de 6xido de propileno tem o poder de tornar o tensoativo menos solivel em agua,

devido a presenca de uma metila em sua molécula (DI SERIO et al., 2005).

Figura 3 — Formula estrutural do 6xido de etileno (a) e do éxido de propileno (b)

0
AN
HyC—CH; H, (' — CH—(CH;

(a) (b)

O éalcool cetilico etoxilado e propoxilado (Figura 4), de nome INCI PPG-5-Ceteth-
20 e nome comercial Procetyl AWS®, se apresenta como um liquido transparente ou

ligeiramente turvo, incolor, odor leve caracteristico, com as seguintes propriedades fisico-
quimicas: EHL = 16; pH (sol. Aquosa 3%, 25 °C) = 5,5-7,5; densidade relativa = 1,050;
completamente soltvel em &gua e etanol (CRODA, 2002).
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Figura 4 — Formula geral de um alcool graxo propoxilado e etoxilado (PPG-5-Ceteth 20)

Alcool graxo etoxilado e propoxilado

CH;
5 on Onde: R =C,;
" T o ¥ em média=5
X ¥

¥ em média = 20

Os tensoativos da linha Brij sdo tensoativos néo iénicos, geralmente chamados de
polioxietileno (OE) éteres. De certa forma, o aumento do comprimento do grupo alquil
diminui a solubilidade em &gua e o aumento no nimero de moléculas de OE aumenta a
solubilidade em &gua. O polyoxyethylene (10) oleyl ether pertence a classe dos
polyoxyethylene oleyl ether (formula geral representada pela Figura 5) de nome INCI Oleth10

e nome comercial Brij O 10 , se apresenta como um liquido branco amarelo palido, seu valor

de EHL é de 12,4 e soltvel em &gua e etanol (SIGMA).

Figura 5 — Formula geral de alcool graxo etoxilado (Oleth 10)

Alcool graxo etoxilado

o OH Onde: R =C18
" x Hemmédia=10

2.3.2 Fase Oleosa

A fase graxa ou oleosa também é um importante componente, pois influencia na
organizacédo dos sistemas. Desta forma, alterando a fase oleosa nos diagramas € possivel obter
diferentes formas de agregacdo. Estas devem ser compativeis com o farmaco utilizado,
principalmente se for lipofilico (MORENO et al., 2003; PODLOGAR et al., 2005). Quando
esses sistemas sao administrados pela via cutanea, 0os compostos graxos podem atuar como

promotores de permeacdo, podendo melhorar a penetracdo de farmacos através da pele. A
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maioria dos materiais graxos utilizados nos sistemas para uso farmacoldgico possui alta massa
molar e sdo semi-polares, ao contrério dos Oleos hidrocarbdnicos que sd8o comumente
utilizados em outras aplicacbes (AGATONOVIC — KUSTRIN et al., 2003; VALENTA e
SCHULTZ, 2005). Os ésteres de Acido graxo, como o Miristato de Isopropila sdo aceitaveis e
utilizados na obtencdo de sistemas nanoestruturados. O Miristato de Isopropila (Figura 6) é
um material graxo utilizado em estudos de permeacéo, os quais revelam a capacidade que o
material tem em aumentar as taxas de permeacao de diversos ativos (ABRAHAM e ACREE,
2005). Outro 6leo bastante utilizado é um Acido graxo monoinsaturado, o Acido Oleico,
também conhecido por possuir propriedades que aumentam a permeagdo transdérmica
(ESCRIBAN et al., 2003; MARTINDALE, 2007). O Acido Oleico (Figura 7) possui em seu
grupo terminal um (-COOH), o que permite a sua molécula atuar como um co-tensoativo e

auxiliar o tensoativo na diminuicdo da tensdo interfacial dos sistemas (WANG et al., 2006).

Figura 6 — Ester de Acido graxo (Miristato de Isopropila n = 11 e Palmitato de

Isopropila n = 13)

Figura 7 — Acido graxo monoinsaturado (Acido Oleico)

9]
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2.4 Caracterizacdo fisico-quimica

2.4.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

Os cristais liquidos sdo espécies anisotropicas (exceto os cristais liquidos de fase
clbica, sendo isotropicos) e possuem certa habilidade em refringir a luz polarizada
apresentando birrefringéncia, sendo por esse motivo possivel identificar suas estruturas
através do microscopio éptico de luz polarizada (KLEIN, 2002). A microscopia de luz
polarizada fundamenta-se em um campo elétrico de raio luminoso polarizado que uma
substancia birrefringente é capaz de provocar. O comportamento de uma substancia em
relacdo ao efeito que causa na luz polarizada pode ser classificado como anisotropico ou
isotropico (ABRAMOWITZ et al., 2005). Se a substancia permitir a passagem da luz
polarizada sem modificacdo da sua propagacdo, tem-se o fenbmeno de isotropia, exemplo
desses sistemas sdo 0s micelares, as microemulsées. O arranjo cubico também possui
isotropia e em microscopia de luz polarizada apresenta-se como campo escuro, somente sendo
detectado através de outras técnicas de andlise, como espalhamento de raios-X de baixo
angulo. O arranjo hexagonal apresenta uma forma chapada tipica (estruturas parecidas com
fibras), com os agregados de tensoativo organizados em cilindros. J& o arranjo lamelar
apresenta-se com varias camadas (lamelas) sobrepostas, formando estruturas denominadas
“cruzes-de-malta” (MULLER-GOYMANN, 2004).

2.4.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A técnica de SAXS é muito utilizada na caracterizacdo de diversos sistemas
nanoestruturados, pois através dela é possivel avaliar a estrutura de objetos espalhadores
mesmo que ndo estejam organizados, além de permitir a caracterizacdo de materiais que tem
distancia entre objetos espalhadores além do limite de trabalho da difracdo de raios—X
(GLATTER, 1982).

Segundo Singh (2000), devido as fases liquidas cristalinas possuirem
caracteristicas de ordem encontrada nos solidos e alguma desordem evidenciada pela fluidez
dos liquidos, as técnicas que utilizam o espalhamento dos raios-X séo as mais adequadas para

sua identificag&o.
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A linha de fonte de luz para realizacdo de estudos de SAXS nos laboratorios de
radiacdo Sinchrotron é monocromatica e através dela é possivel realizar estudos de materiais
espalhadores e, também andlises in situ de transformacdes estruturais com grande tempo de
resolucdo. Este tipo de radiacdo permite-nos usar o efeito do espalhamento em muitas
aplicacdes (CRAIEVICH, 2002).

Quando uma amostra bifasica na forma de uma plaqueta relativamente fina é
irradiada com um feixe monocromatico (luz visivel, raios-X, néutrons, elétrons), observa-se o
espalhamento da radiagé@o na vizinhanca angular proxima a do feixe transmitido. No caso dos
raios X a baixo angulo, o espalhamento deve-se as heterogeneidades na densidade eletronica
do sistema. O angulo formado através da intensidade espalhada esta diretamente relacionado a
densidade eletrénica através da transformada de Fourier. Considerando uma goticula de
tamanho e forma variada, a intensidade espalhada I1(q) é proporcional ao fator forma P(q)
desta goticula: 1(q) « P(q) (NIELSEN, 1993).

E possivel observar diferentes regides na curva de intensidade do feixe espalhado
em funcdo do vetor de espalhamento g, as quais sao exploradas na técnica de SAXS, como a
regido de Porod para altos valores de g, e para valores em baixos limites de g tem-se a regido
de Guinier. Nessas regiGes € onde ocorre o espalhamento de raios- X a baixo angulo, que
fornece informacbes a respeito da morfologia e mecanismos de agregacdo estrutural
(CHIAVACCI, 1996).

Em sistemas diluidos, em que as particulas estdo isoladas uma das outras e ndo
interage entre si, a intensidade espalhada é descrita unicamente pelo fator de forma P(q)
(GLATTER, 1982). A intensidade resultante é a soma das contribuicGes de cada particula, de
modo que, para n particulas distribuidas ao acaso tém-se:

I(q) « 2P () ( Equagéo 1)

Quando um sistema é mais concentrado, consequentemente suas particulas
espalhadoras por serem numerosas comegam a interagir entre si, permitindo com que o
espalhamento medido reflita na sua geometria e no arranjo entre elas. Para N particulas
idénticas, distribuidas ao acaso, a intensidade espalhada é descrita pela Equacdo 2 em que
S(q) é o fator de estrutura do conjunto (GLATTER, 1982 ):
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1(9) = N.P().S(q) (Equagdo 2)

em que, P(q) é o fator de forma da particula espalhadora, S(q) € o fator da estrutura do
conjunto. Portanto, se as particulas estdo correlacionadas, S(q) caracteriza o arranjo e contém

todas as informac@es sobre as intera¢fes entre as particulas.

De acordo com o tipo de arranjo, S pode assumir formas muito variadas,
tornando dificil separar as contribuicbes de P(q) e S(g). Por isso, quando a curva de
espalhamento apresenta um maximo de espalhamento a baixos angulos, pode relaciona-la
com a presenca de correlacGes entre as posigcdes dos centros espalhadores. Pode-se deduzir
uma distancia média d, entre duas goticulas ou planos vizinhos, a partir do valor da posicao

do vetor de espalhamento quando a intensidade é maxima (qmax), empregando a relacao:

2T
d =
q max

em que gmax é o valor de g no pico de refragdo. A relacdo da distancia d calculada para cada
pico deve sequir a relacdo V1: V3: V4 (NEGRINI e MEZZENGA, 2011) para fase hexagonal e
1:2:3:4:5 para fase lamelar (BINNEMANS, 2005). Além disso, sabe-se que quanto mais
definido o pico, maior é o fator de estrutura que da informacdes sobre as interacbes e a

correlagéo espacial entre os objetos espalhadores.

Sendo assim o SAXS pode fornecer informagdes referentes ao tamanho, formato e
estrutura interna de macromoléculas e das estruturas de longa extensdo, como o arranjo dos
tensoativos, encontradas nos sistemas liquido-cristalinos (DONG e BOYD, 2011),

informac@es de extrema importancia para a compreensdo deste trabalho.

2.4.3 Medidas reoldgicas

A reologia consiste no estudo do escoamento ou da deformacdo de um material
quando submetido a uma tensdo (WOOD, 1986). Este método aplica-se na caracterizacdo de
diversos sistemas nanoestruturados, pois o comportamento reolégico do fluido esta

relacionado com o tipo de arranjo e seu nivel organizacional (SCOTT, 2000).

Os cristais liquidos sdo viscosos em razédo de sua orientagdo (KLEIN, 2002). A

reologia ajuda a entender as relagdes entre as propriedades viscoelasticas e estruturais destes
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sistemas (SIDDIG et al., 2006). A fase lamelar apresenta-se geralmente como um liquido
viscoso, J& a fase hexagonal possui viscosidade semelhante a de um gel e a fase cubica possui

viscosidade extremamente elevada (HYDE, 2001).

Németh et al., 1998, relataram um método reoldgico para a identificacdo de
estruturas liquidos cristalinas liotrdpicas. Segundo os autores, a estrutura lamelar demonstra
uma maior semelhanga com a membrana lipidica intercelular da pele, sendo recomendada
para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo via transdérmica. Makai et al., 2003,
também avaliou a ligacdo que ha entre a estrutura e as propriedades reologicas de sistemas
liquidos cristalinos lamelares, pois eles acreditam que as medidas reoldgicas oferecem a
possibilidade de identificar a fase lamelar, relacionando assim suas propriedades com a
liberacdo de farmacos pela via transdérmica. No entanto, dependendo da concentracdo do
solvente, da fase aquosa e da polaridade do solvatado, estas estruturas cristalinas podem sofrer
variacbes e modificagcbes estruturais que consequentemente provocam mudangas nas

propriedades reoldgicas desses sistemas.

Deste modo, os sistemas coloidais apresentam complexos comportamentos
reoldgicos, principalmente devido as interacGes particula-particula e particula-solvente, pois
nestes sistemas as moléculas podem unir-se por ligacGes quimicas (forcas de atracdo de Van
der Waals) e associar-se através de um emaranhamento mecanico, dificultando a compreenséo

de suas propriedades reolégicas (SHAW, 1975).

Existe uma correlacdo entre a tensdo e a taxa em que ocorre o cisalhamento da
amostra, esta relacdo define o comportamento de fluxo e é demostrada graficamente por
curvas de fluxo. As curvas de fluxo representam duas partes do experimento, a curva
ascendente que indica 0 aumento da taxa de cisalhamento, e a curva descendente, quando a
taxa de cisalhamento é reduzida continuamente (SCHRAMM, 2006). As curvas ascendentes
representam o comportamento de fluxo dos sistemas, podendo ser classificado em fluidos
Newtonianos, o qual se verifica uma proporcionalidade entre a tensdo de cisalhamento e a
taxa de cisalhamento e os fluidos ndo newtonianos, caracterizados por ndo apresentarem uma

relacdo linear entre a tens&o e taxa de cisalhamento (WOOD, 2001).

Solugdes, dispersbes liquidas ou soélidas, suspens@es colidais, microemulsGes
(entre outros exemplos) se forem concentradas e/ou contiverem particulas assimetricas,

observa-se através da curva de fluxo um comportamento ndo newtoniano. Este efeito ocorre
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principalmente devido as particulas se orientarem de forma assimétrica em relagdo ao
gradiente de velocidade (taxa de cisalhamento) (SHAW, 1975). No entanto, sistemas liquidos
cristalinos por apresentarem estruturas organizadas, dificultam o alinhamento das particulas
em direcdo a taxa de cisalhamento, possuindo geralmente um comportamento nao-
newtoniano. Dentro desse comportamento, os fluidos podem ser classificados em plasticos,
pseudoplésticos e dilatantes, ndo apresentando o comportamento linear previsto pelo modelo
de Newton. De acordo com o este modelo a viscosidade é uma propriedade fisica que sofre
alteracdes apenas mediante variacdo de temperatura e pressdo. Porém, para a maioria dos
fluidos reais a viscosidade pode depender ou ndo do cisalhamento aplicado ou também do
tempo de sua aplicacdo. Nestes casos, a viscosidade deixa de ser um coeficiente, tornando-se
uma propriedade que varia de acordo com as condi¢des com as quais o fluido se depara,

passando a ser denominada de viscosidade aparente (NAVARRO, 1997).

Ja os fluidos ndo newtonainos podem ser independentes do tempo, ou seja, as
propriedades reoldgicas independem do tempo de aplicacdo da taxa de cisalhamento (SOCHI,
2010). Quando o aumento da taxa de cisalhamento provoca uma diminuicdo na viscosidade
do fluido, este pode ser chamado de pseudoplastico. Esse aumento promove uma reorientagdo
das moléculas na direcdo da forca aplicada, tornado assim as ligagdes que ocorrem entre as
moléculas menores. Quanto maior estd forca, maior é a ordenacdo e, consequentemente,
menor sera a viscosidade aparente. Fluidos que apresentam um aumento de viscosidade
aparente com o aumento da taxa de cisalhamento sdo chamados de dilatantes (SCHRAMM,
2006).

A curva descendente também pode fornecer informacfes sobre a estrutura dos
sistemas, como por exemplo, a tixotropia, que ¢ um fendmeno do fluido (MEWIS e
WAGNER, 2008; LEE et al., 2009). A tixotropia ¢ um termo usado para descrever um
sistema isotérmico em que a viscosidade aparente diminui sob a taxa de cisalhamento,
seguindo-se uma recuperacdo gradual quando a tensdo é removida. Um material tixotrépico
torna-se mais fluido com a duracdo da forca aplicada, sendo reversivel, ou seja, este tipo de

material depois de certo tempo recupera sua estrutura e viscosidade (LEE et al. 2009).

As curvas de fluxo de um sistema tixotrépico sdo representadas através de um
lago de histerese, 0 aumento desse lagco entre as curvas ascendentes e descendentes esta
relacionado com o grau de tixotropia da amostra. Entretanto, existem sistemas que apresentam

uma maior resisténcia a fluir de forma que a histerese apresenta a curva correspondente a
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diminuicdo da velocidade de cisalhamento deslocada para a esquerda da curva de aumento de
velocidade. Este fendmeno é conhecido por anti-tixotropia, e tem como caracteristica ser
reversivel com aumento na viscosidade aparente com o tempo sob taxa de deformacéo
constante (SCHRAMM, 2006).

2.5 DF Na' e DF K" como modelo de anti-inflamatérios ndo esteroidais utilizados em

processos inflamatérios

O diclofenaco é um anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINE), da classe do Acido
fenilacético, sendo amplamente prescrito no tratamento de varias doencas inflamatdrias, como
exemplo: artrite reumatdide e osteoartrite (GIAGOUDAKIS ¢ MARKANTONIS, 1998).

Designado quimicamente por 2-[(2,6 diclofenil) amino] Acido benzenoacético (Figura 8).

Figura 8 - Molécula do Diclofenaco

8]
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O diclofenaco de sodio possui formula molecular C14H10Ci,NNaO, e peso de
318,13, Ja o diclofenaco de potassio possui formula Cy4H;0C2,NKO, e peso 334,25. A
descricdo de ambos os farmacos é: pd cristalino branco ou levemente amarelado, levemente
higroscépico, praticamente sollvel em &gua, facilmente solivel em metanol, solivel em
alcool, pouco soltvel em acetona. Por ser um Acido fraco possui pKa de 4,0 e é mais soltvel
em pH na faixa de 7,0-8,0. Em meio Acido ¢ praticamente insolGvel (USP, 2007).

O diclofenaco esta presente no mercado na forma de sal livre, sal sédico ou sal
potéssico. Esta Ultima salificagdo é mais soltvel, promovendo uma taxa maior de absorcéo,

consequentemente um efeito analgésico mais rapido em comparacdo com as outras formas

administradas (REINER, et al.,, 2001). O medicamento de referéncia para diclofenaco de

TN ® . L ®
sodio é o Voltaren — e para o diclofenaco de potéssio e o Cataflam .
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Estudos apresentam a influéncia dos diferentes sais incorporados a molécula do
diclofenaco, assim como o pH e a temperatura, com o perfil de solubilidade em agua. A

Tabela 1 apresenta essas variagoes.

Tabela 1 - Solubilidade dos sais de diclofenaco em agua (adapatado de STAHL, 2003).

Sal 25°C pH 37°C pH
Diclofenaco (Acido) 0,0071 58 0,0120 6,9
Calcio 0,58 6,8 0,62 6,8
Sodio 19,08 7,8 22,5 7,8
Potassio 47,05 7,8 120,5 8,2
Etilenodiamina 1,76 7,2 2,86 7,2
Dietilamina 13,95 7,6 18,3 7,6
Meglumina ? 14,5 80 15,9 7,6
HEP " 44,7 8,3 584 7,8

A solubilidade esta expressa em mg.ml ™,
a1—deoxy-1-(methylamino)—D—qucitoI.

b2—pyrro|idino-2-ethano|.

Assim como os outros AINEs o mecanismo de acdo do diclofenaco é conhecido
pela inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX) presente em processos inflamatorios, sendo
também responsavel pela sintese de prostaglandinas envolvidas nos processos fisioldgicos
(ROBERTS e MORROW, 2003). No entanto, o uso de diclofenaco é limitado pela alta
incidéncia de efeitos indesejados, principalmente relacionados com o trato gastrintestinal,
incluindo reacGes adversas como irritacdo, sangramento, ulceracbes e eventualmente

perfuracdes na parede gastrica (MULLER et al., 2004).
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Segundo Tood et al., 1988, o diclofenaco e seus sais sao um dos anti-inflamatérios
mais utilizados. Embora, seja quase completamente absorvido logo ap6s sua administracdo
oral 0 mesmo sofre metabolizacdo pré-sistémica, diminuindo assim sua biodisponibilidade em
até 50%, necessitando de doses multiplas. A reacdo adversa mais comum € a agressao com a
mucosa gastrica, um estudo recente utilizando exame endoscopico de uma série de pacientes
de ortopedia, demonstrou que cerva de 83,3% dos pacientes que se trataram como 0

diclofenaco, manifestaram lesGes da mucosa gastrica (YAJIMA et al., 2007).

Conforme citado anteriormente, estudos de grande importancia (CONHEN-
AVRAHAMI et al., 2010; YARIV et al., 2010; AMSALEM et al., 2010; LIBSTER et al.,
2011; CONHEN-AVRAHAMI et al., 2012; GARTI et al., 2012), fundamentados na inovagao
de sistemas liquidos cristalinos para a veiculacdo do diclofenaco e seus derivados, tiveram o

objetivo de minimizar a toxicidade e aumentar sua eficacia clinica.
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3 Obijetivo

Avaliar a influéncia da composicéo e do tipo de arranjo liquido-cristalino (lamelar
e hexagonal) obtidos a partir de tensoativos com diferentes graus de hidrofilia (PPG-5-
Ceteh-20 e Oleth 10) e fases oleosas (Acido Oleico e Miristato de Isopropila), com 0s
perfis de liberacdo “in vitro” de farmacos com estruturas quimicas parecidas (diclofenaco

de sddio e diclofenaco de potéssio), porém com caracteristicas de solubilidade distintas.

Objetivos Especificos

e Construcdo dos diagramas de fases;

e Caracterizacao fisico-quimica das formulacgdes de interesse;

e Avaliacdo dos efeitos da incorporacéo do DF Na * e DF K * nas formulagdes;

e Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para determinacdo do DF Na*
e DF K" por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Determinacdo do perfil de liberacdo dos farmacos “in vitro”.
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4

4.1

Material e Métodos
Materiais

e Acido trifluroacetico (TFA), Sigma-Aldrich;
e Agua purificada, Milli-Q;

e Diclofenaco de Potassio, AUDAZ;

¢ Diclofenaco de Sodio, AUDAZ,

e Fosfato de Potassio monobasico, Merck;

e Hidroxido de Sadio, Cinética;

e Miristato de Isopropila, Synth, Brasil;

e Metanol grau HPLC, J T Baker;

e Acido Oleico, Synth, Brasil;

e Oleth 10 (Brij O 10), Sigma-Aldrich;

e PPG -5 -Ceteth -20 (Procetyl AWS), Croda.

Equipamentos

e Balanca digital Ohaus;

e Banho de ultrasom, Branson, modelo 1210;

e Bomba a vécuo, Tecnal — TE — 058;

e Centrifuga Fanem Excelsa Baby Il, modelo 206-R;

e Coluna Agilent Zorbax Eclise XDB, 4,6 X 250 mm, Sum;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent com detector Uv-Vis;
e Filtros descartaveis para seringas, porosidade 0,22 pm, Corning® Incorporated;
e Homogeneizador de sangue AP 22 - Phoenix;

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

e Microette HANSON 0700-1251;

e Micropipeta de 0,5 e 10uL — Eppendorf;

e Micropipeta de 10 ¢ 100uL — Eppendorf;

e Micropipeta de 100 e 1000uL — Eppendorf;
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e Microscopio de luz polarizada (Leica Leitz DM RXE) com capturador de imagens
(Moticam 2000);

e PeagOmetro Micronal,

e ReoOmetro Carrimed CSL 100;

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

4.2  Metodos
4.2.1 Construcao dos diagramas de fases

Foram construidos diagramas de fases atraves da forma do tridngulo equilatero,
trancando-se retas paralelas aos eixos correspondentes a cada componente, formando-se assim
trinta e seis pontos. Cada ponto corresponde a uma combinacdo de diferentes concentracdes
de tensoativo, fase oleosa e fase aquosa. Para a construcdo dos diagramas foram utilizados
tensoativos com diferentes graus de hidrofilia, da classe dos polioxietilenos e
polioxipropilenos (PPG-5-Ceteth-20) e da classe dos polioxietilenos oleil éter (Oleth 10),

como fases oleosas foram utilizados o Acido Oleico e o Miristato de Isopropila.

Tabela 2: Diagramas construidos

Diagrama Tensoativo Fase Oleosa Fase Aquosa
D, PPG - 5 - Ceteth - 20 Acido Oleico Agua
D, PPG - 5 - Ceteth - 20 Miristato de Isopropila Agua
D, Oleth 10 Acido Oleico Agua
D. Oleth 10 Miristato de Isopropila Agua
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4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das formulacoes

A fim de se entender o comportamento das moléculas de tensoativo, quando se
varia a proporcdo de fase aquosa, assim como o tipo e a proporcdo de fase oleosa, foram

analisadas formulacgdes nos quatro diagramas obtidos (Tabela 3,4, 5 e 6).

Tabela 3: Formulagbes contendo PPG-5-Ceteth-20; Oleth 10; Acido Oleico e porcentagem

fixa de Agua.
F1 F2 F3
% PPG -5 - Ceteth - 20 80 70 50
% Acido Oleico 10 20 40
% Agua 10 10 10
F8 F9 F10
% Oleth 10 80 70 50
% Acido Oleico 10 20 40
% Agua 10 10 10

Tabela 4: Formulagbes contendo PPG-5-Ceteth-20; Oleth 10; Miristato de Isopropila e

porcentagem fixa de Agua.

F15 F16 F17

% PPG -5 - Ceteth - 20 80 70 50
% Miristato de Isopropila 10 20 40
% Agua 10 10 10

F22 F23 F24

% Oleth 10 80 70 50

% Miristato de Isopropila 10 20 40
% Agua 10 10 10

Nathalia Cristina Rissi




MATERIAL E METODOS

48

Tabela 5: Formulagbes contendo PPG-5-Ceteth-20; Oleth 10; Agua e porcentagem fixa de

Acido Oleico.

F4 F5 F6 F7
% PPG -5 - Ceteth -20 70 60 50 40
% Acido Oleico 10 10 10 10

% Agua 20 30 40 50

F11 F12 F13 F14

% Oleth 10 70 60 50 40

% Acido Oleico 10 10 10 10

% Agua 20 30 40 50

Tabela 6: Formulagbes contendo PPG-5-Ceteth-20; Oleth 10; Agua e porcentagem fixa de

Miristato de Isopropila.

F18 F19 F20 F21

% PPG -5 — Ceteth -20 70 60 50 40
% Miristato de Isopropila 10 10 10 10
% Fase aquosa 20 30 40 50

F25 F26 F27 F28

% Oleth 10 70 60 50 40

% Miristato de Isopropila 10 10 10 10
% Fase aquosa 20 30 40 50
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4.2.2.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

Uma pequena aliquota das formulages foram colocadas sobre 1dmina de vidro,
cobertas com laminula e analisadas em microscopio (Leica Leitz DM RXE) com capturador

de imagens (Moticam 2000) sob luz polarizada.

A microscopia de luz polarizada € uma técnica rapida e de facil acesso para a
identificacdo principalmente de arranjos liquidos cristalinos, porém a técnica mais adequada

para sua caracterizagio é o Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS).

4.2.2.2 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS)

A caracterizacdo das nanoestruturas presentes nas formulacdes foi confirmada
através de dados coletados na estacdo de medidas do Laboratério Nacional de Luz Sincroton
(LNLS) em Campinas, na estacdo D11A. A linha SAXS é equipada com um monocromador
do tipo Si (111), com comprimento de onda de 1,608 A, duas cAmaras de ionizagdo, um
detector vertical localizado a cerca de 800 mm da amostra e um analisador multicanal para

registrar a intensidade do espalhamento 1(q), em funcdo do médulo de espalhamento, q.

4.2.2.3 Medidas Reoldgicas

A evolucdo das caracteristicas reoldgicas das formulacdes, como indice de fluxo e
de consisténcia, tensdo de escoamento e viscosidade, foram avaliadas através das curvas de
fluxo. O redmetro utilizado foi Carrimed CSL 100, os ensaios foram realizados empregando
um dispositivo placa - placa com um diametro de 40 mm e um espacamento de 200 um entre
as placas. As propriedades de escoamento das formulacdes foram realizadas assegurando o
minimo de cisalhamento e permitindo um tempo de repouso de 2 minutos antes de cada
leitura e determinadas através da taxa de cisalhamento no intervalo de 0 -100 s * para a curva
ascendente e de 100 — 0 s ™ para a curva decrescente, ambas por um periodo de 120 segundos.
Os testes foram realizados a temperatura de 32 °C + 0,5 °C, a mesma utilizada nos ensaios de

liberacdo “in vitro”.
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4.2.3 Escolha das formulacgdes e dos farmacos a serem estudados

A escolha das formulagdes para a incorporacdo dos farmacos foi fundamentada no
proposito de se entender a relacdo que existe entre a composi¢do e o tipo de arranjo liquido
cristalino com os perfis de liberacdo “in vitro” de farmacos com diferentes solubilidades.
Dessa forma, a escolha dos farmacos foi baseada na semelhanca entre as caracteristicas fisico-
quimicas e peso molecular, evitando assim possiveis efeitos relacionados com o tamanho da
molécula no processo de difusdo para fora das estruturas liquido-cristalinas. Com esse
objetivo foram selecionados os anti-inflamatdrios: DF Na* e DF K*, farmacos semelhantes,
porém com diferente grau de solubilidade, sendo o D K* 3 vezes mais soltivel em agua do que
o DF Na', caracteristica que provavelmente modifica a interacdo farmaco — estrutura e
consequentemente o perfil de liberagdo “in vitro”. Com a finalidade de melhor esclarecer as
interaces desses farmacos com a composicdo dos sistemas, optou-se primeiramente por
arranjos de fase lamelar com porcentagem fixa de tensoativo, fase oleosa e aquosa (60%, 10 e
30%, respectivamente), sendo as seguintes formulacbes selecionadas F5, F12 e F26. Ainda
com o proposito de se definir de forma mais aprofundada a complexa relacdo entre 0s
farmacos e as estruturas, designou-se para tal comparacdo diferentes arranjos liquidos

cristalinos, sendo uma fase lamelar (F26) e outra hexagonal (F28), ver Tabela 7.

Tabela 7: Composicdo das formulacGes selecionadas.

F5 F12

% PPG-5-Ceteth-20 60 %0leth 10 60
% Acido Oleico 10 % Acido Oleico 10

% Agua 30 % Agua 30

F26 F28

%0Oleth 10 60 %0leth 10 40

% Miristato de Isopropila 10 % Miristato de Isopropila 10
% Agua 30 % Agua 50
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4.2.4 Efeitos da incorporagio do DF Na* e DF K nas formulagdes

Para avaliar o efeito estrutural das formulacGes citadas anteriormente com a
adicdo dos farmacos foi incorporado uma concentracdo de 30 mg.g . As formulacdes
incorporadas com o DF Na * foram nomeadas de F5 Na ™, F12 Na ™, F26 Na " e F28 Na * e
com o DF K * nomeadas de F5 K *, F12 K ™, F26 K "e F28 K *. A caracterizago fisico-
quimica foi a mesma utilizada nas formulages isenta dos farmacos, descrita nos itens (MLP;
SAXS e Medidas Reoldgicas).

4.2.5 Validacdo de metodologia analitica para a quantificacdo do DF Na * por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

CondigBes cromatograficas

Com o objetivo de quantificar o DF Na * nos ensaios de liberagdo “in vitro” e no
teste de solubilidade nos componentes das formulacdes, validou-se uma metodologia analitica

utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A metodologia utilizada baseia-se no método descrito pela USP (2007), porém
foram necessarias modificacdes relacionadas a coluna e a fase movel. As analises foram
realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Agilent, com detector Uv-Vis,
através de uma coluna C18 Agilent Zorbax Eclise XDB, 4,6 X 250 mm, Sum. A fase movel
utilizada foi 75 % metanol : 25 % solucio aquosa de Acido trifluroacetico a 0,1% p/v, taxa de

fluxo de 1 mL.min™, injecdo de 20 pl e detecgdo na regido UV de 275 nm.

Validacdo do método

Para a validacdo da metodologia analitica foram analisados parametros como:
linearidade, especificidade, precisdao (precisdo intra-dia e precisdo inter-dia), exatiddo, limite
de deteccdo e limite de quantificacdo, segundo a Resolugéo-RE N°899, de 29 de maio de 2003
da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).
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Preparo das solugdes

A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 1,0 mg.mL™, em que 10 mg
do farmaco foi pesado em uma balanca analitica e dissolvido em um baldo de 10 ml contendo

fase movel.

Esta solucdo foi diluida para a obtencdo das solugdes de trabalho na faixa de
concentracdo de 5 — 500 ug.mL™. O DF Na * utilizado na validagdo foi o mesmo incorporado

nas formulagdes e possui grau de pureza de 99,5%.

Curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas injetando-se quatorze solucdes de trabalho
em triplicata. As areas dos picos obtidas foram integradas automaticamente usando o
programa de software HPChem e plotadas versus a concentracdo do farmaco.

Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas em triplicata.
A partir da média dos valores das areas encontrados e das concentragdes testadas para as trés
curvas, a equacdo da reta foi determinada através do estudo de regressao linear pelo método
dos minimos quadrados. Para a linearidade ser aceita, o coeficiente de correlacdo (r) deve ser
no minimo 0,99, e 0 CV da média tanto do intercepto com o eixo y como da inclinacdo da
equacao da regresséo linear das trés curvas ndo devem ultrapassar 5% (BRASIL, 2003).

Especificidade

A fim de garantir que os componentes das formulagdes néo iriam interferir na
quantificacdo do DF Na" a durante os ensaios, amostras sem o farmaco foram testadas. Para
isso as formulagdes foram diluidas nas solucgdes receptoras, filtradas em membrana filtrante

de 0,45 um e injetadas no CLAE, nas condi¢fes cromatograficas descritas anteriormente.
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Precisédo

A precisdo foi considerada em dois niveis: precisdo intra-dia sendo analisada em
triplicata através das solucdes de trabalho nas concentracdes de 10, 200 e 500 pg.mL™,
correspondendo a concentracdes baixas, médias e altas das duas curvas analiticas, uma corrida
no periodo da manhd e outra no periodo da tarde. E a precisdo inter-dia, a qual foi analisada
em triplicata amostras nas mesmas concentracfes, atraves da curva analitica corrida no dia
seguinte. Foi calculado entdo o desvio padrdo (DP) e CV para cada solugdo. O CV nédo deve
ser maior que 5% (BRASIL, 2003).

Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperagdo, o qual foi
analisado através da injecdo em triplicada das solucdes de trabalho nas concentragdes de 10,
200 e 500 pg.mL™. A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a teodrica correspondente, conforme equacdo 3. Os limites

de recuperagdo ndo devem ser inferiores a 80 % e nem superiores a 120% (BRASIL, 2003).

(Equacdo 3)

concentragdo media experimental
Exatidio =

concentragdo tedrica
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Limite de deteccéo

A estimativa do limite de deteccdo foi realizada com base na relagdo de 3 vezes o

ruido da linha de base, atraves da equacao:

(Equacdo 4)

, Em que:

DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3 curvas analiticas
construidas com concentracbes da substancia ativa proximas ao suposto limite de

quantificacéo.

IC é a inclinacdo da curva analitica.

Limite de quantificagéo
O limite de quantificacdo do método pode ser calculado através da equacéo:

(Equacgdo 5)

, em que:

DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo do y de, no minimo, 3 curvas analiticas

construidas com concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificacéo.

IC é a inclinacéo da curva analitica.
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Curvas analiticas com solventes diferentes

s

Para garantir a “sink conditionts” do experimento nos ensaios de liberacdo “in
vitro”, foi construida uma curva analitica em solucgéo receptora (tampéo fosfato 0,02 M pH
7,2 e 10% de metanol), utilizando em triplicata concentracdes de 5 a 600 ug.mL™ . Outra
curva analitica em metanol na concentracdo de 5 a 500 pg.mL"1, também foi construida com a
finalidade de ser utilizada na avaliagdo da solubilidade do DF Na * nos componentes das

formulagoes.

4.2.6 Desenvolvimento de metodologia analitica para a quantificacdo do DF K * por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Condicdes cromatograficas

A metodologia utilizada baseia-se no método descrito pela USP (2007), porém
foram necessarias modificacGes relacionadas a coluna e a fase mdvel. As andlises foram
realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Agilent, com detector Uv-Vis,
através de uma coluna C18 Agilent Zorbax Eclise XDB, 4,6 X 250 mm, S5pum. A fase mével
utilizada foi 75 % metanol : 25 % solucio aquosa de Acido trifluroacetico a 0,1% p/v, taxa de

fluxo de 1 mL.min™%, injegdo de 20 pl e deteccdo na regido UV de 275 nm.

Curvas analiticas

Foram construidas duas curvas analiticas do DF K *, uma em solucdo receptora
(tampdo fosfato 0,02 M pH 7,2 e 10% de metanol) e outra em metanol, utilizadas
respectivamente, nos ensaio de liberacdo “in vitro” e na avaliacao da solubilidade do farmaco
nos componentes das formulagdes. Para a construgdo da curva em solugéo receptora foi
utilizada em triplicata concentracdes de trabalho na faixa de 5 a 600 pg.mL™. A curva
analitica em metanol foi construida na concentragdo de 5 a 500 pg.mL™1. O DF K " utilizado

foi 0 mesmo incorporado nas formulag6es e possui grau de pureza de 99,5%.
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4.2.7 Avaliacdo da solubilidade do DF Na * e DF K ¥ nos componentes

das formulagdes

A solubilidade dos DF Na * e do DF K * nos componentes das formulagGes,
PPG-5-Ceteth-20, Oleth 10, Acido Oleico, Miristato de Isopropila e 4gua, foram determinadas
adicionando- se em 10 mL de cada componente um excesso dos farmacos (1g). As solucdes
foram submetidas a agitacdo em um homogeneizador de sangue a temperatura de 25 °C por
um periodo de 48 horas. Apds a agitacdo as mesmas foram centrifugadas a 3500 G por 30
minutos. Coletou-se 1 ml do sobrenadante o qual foi diluido em metanol para a obtencéo da

concentragdo 100 pug/ mL para leitura em CLAE, as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.8 Estudo da “sink contidionts” para o DF Na* e DF K * para os ensaios de

liberacéo “in vitro”

A condicdo sink foi determinada apds a avaliacdo da solubilidade de 60 mg dos
farmacos (quantidade 10 vezes superior a quantidade incorporada nas formulacdes) em 10 ml
de solucdo receptora. As soluces foram agitadas em banho de ultrassom a 32,5 °C por 1 hora,
depois foram diluidas para obtencdo da concentragdo de 600 pg/ mL para leitura em CLAE,

as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.9 Ensaios de liberacao “in vitro”

As liberages do DF Na* e do DF K * a partir das formulacdes escolhidas foram
desenvolvidas utilizando seis células de Franz com area de difusdo de 1,77 cm? e volume
aproximado de 7 mL, no equipamento Microette (Hanson Research) e membrana de acetato
de celulose 0,45 um (Sigma-Aldrich), o compartimento receptor foi preenchido com solugéo
receptora composta por tampdo fosfato 0,02 M pH 7,2 e 10% de metanol, a qual foi
continuamente agitada a 300 G com a utilizacdo da agitagdo magnética presente nas células e
mantida a 32,5°C por meio de um banho-maria circulante. Cerca de 200 mg das formulagdes
foi previamente pesadas em papel manteiga e transferidas com auxilio de espatula para o
copo dosador colocado sobre a membrana disposta na célula de difusdo. Aliquotas de 2 mL

foram coletadas nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, filtradas em membrana
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0,45 pum ¢ analisadas por CLAE. Um volume de 0,8 mL foi desprezado antes do inicio de
cada coleta. As aliquotas da coleta e os volumes desprezados foram repostos automaticamente
e os valores utilizados nos calculos da quantidade real liberada por tempo em fungdo da &rea
de exposicdo. Os resultados foram colocados em graficos para a definicdo do modelo de
cinética adequado para cada formulacdo. A equacdo 6, demonstrada a seguir, foi utilizada

para calcular a quantidade real liberada (Q real) em determinado tempo:
(Equacéo 6)

Qreal,t=Ct.Vr+Vc.Cc

Em que:

Q real, t = quantidade real permeada referente ao tempo t ;
C t = concentragdo obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solucdo receptora (7 mL);

Cc = concentrag¢do da amostragem anterior;

V¢ = volume amostrado (coleta + limpeza)

Nathalia Cristina Rissi




Resultados e

Discussoes



RESULTADOS E DISCUSSOES
59

5 Resultados e Discussoes

5.1 Construcéo dos diagramas de fases

Através dos diagramas de fases foi possivel compreender o comportamento das
moléculas de tensoativo, quando se varia a proporcao de fase aquosa, assim como o tipo e a
proporcdo de fase oleosa. Sendo possivel a obtencdo de sistemas homogéneos de
caracteristica isotropica (sistemas micelares e/ou microemulsionados), anisotrépica (cristais

liquidos de fase lamelar e hexagonal) e sistemas emulsionados.

Os diagramas foram divididos em regides de acordo com as caracteristicas visuais e
viscosas dos sistemas formados, sendo classificados em: sistemas transparentes de baixa
viscosidade (STBV), os quais apresentam menor viscosidade em relacdo aos sistemas
transparentes de viscosidade intermediaria (STVI) e sistemas transparentes de viscosidade alta
(STVA). Sistemas de aspecto leitoso com certa viscosidade foram denominados sistemas
emulsionados de viscosidade intermedidria (SEVI). J& aqueles que apresentam alta
viscosidade, porém opacos foram classificados como sistemas opacos de alta viscosidade
(SOAV).

Os resultados demostram que os diagramas formados pelo PPG-5-Ceteth-20,
independente do tipo de fase oleosa, apresentaram sistemas homogéneos com 0s mais
variados tipos de organizacdo em uma ampla faixa de combinacdo dos componentes. A
Figura 9 representa o diagrama D; (PPG-5-Ceteth-20, Acido Oleico e Agua). Nele a regido
STVB foi obtida com baixa concentracdo de agua (10 a 20%), intermediaria de 6leo (10% a
50%), alta e intermediaria de tensoativo (80 a 40%, respectivamente). Através dos resultados
observou-se que quando a fase aquosa aumentou entre 20 e 40% e a de tensoativo se manteve
entre 50 e 60%, o STVB transitou para uma regido de sistemas mais organizados e viscosos
(STVI), provavelmente o aumento da fase aquosa fez com que a parte apolar das moléculas
do tensoativo se protegesse da agua e se agrupassem em agregados micelares, que por sua vez
se organizou sob a forma de bicamadas na interface agua/dleo separando ambas as fases,
caracteristica de arranjos liquidos cristalinos de fase lamelar. Ainda com o aumento da fase
aquosa foi possivel observar que esses agregados se organizavam em estruturas cilindricas
bidimensionais, como a de um hexagono, caracterizando assim a fase hexagonal (STVA).

Essa mudanca de fase provocou alteragfes relacionadas a anisotropia com a visualizacéo de
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“estrias”, mudangas na distdncia entre os objetos espalhadores e também alteracdes
relacionadas a viscosidade desses sistemas, caracteristicas posteriormente confirmadas atraves
da MLP, SAXS e das medidas reoldgicas, respectivamente. Em concentracfes intermediarias
de fase oleosa (40 a 60%), quando a concentracéo de tensoativo foi de 30% e a de fase aquosa
foi menor, sistemas emulsionados se formaram. Em altas concentracfes de fase oleosa ou

aquosa, a baixa concentracao de tensoativo promoveu a separacao de fases.

Figura 9 — Diagrama de fases D; (PPG - 5 - Ceteth — 20/ Acido Oleico/ Agua) (STVB).
Sistema Transparente de Viscosidade Baixa; (STVI) Sistema Transparente de Viscosidade
Intermediaria; (STVA) Sistema Transparente de Viscosidade Alta; (SEVI) Sistema

Emulsionado de Viscosidade Intermediaria e (SF) Separacao de Fases.

PPG -5 - CETETH -20
0

100

0
AGUA o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 QLEIC ACID

A Figura 10 apresenta o diagrama D, constituido por PPG-5-Ceteth-20, Miristato
de Isopropila e agua. Neste diagrama foi possivel observar algumas particularidades em
relagdo ao aumento de fase aquosa. Em concentragdes acima de 40% observou-se a formacéao
de sistemas de alta viscosidade, porém com certa opacidade (SOAV). Comparando com o
diagrama D1, 0 uso do Acido Oleico, facilitou a formacio de uma maior regido de STVI e
STVA, regibes que apresentam estruturas mais ordenadas e de tamanhos nanomeétricos, fato

que reflete na transparéncia dos sistemas. Este efeito provavelmente ocorreu devido o Acido
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Oleico possuir em seu grupo terminal um Acido carboxilico (-COOH), podendo ter agido
como um co-tensoativo e cooperado junto com o PPG-5-Ceteth-20 na diminuicdo da tenséo
interfacial dos sistemas (WANG et al. 2006), ao contrario do Miristato de Isopropila que
possui um grupo terminal apolar (-CHs). Segundo GARTI e ASERIN (1996), a capacidade
que os tensoativos tém em diminuir a tensdo interfacial entre a agua e 6leo proporciona a
transparéncia dos sistemas, isso ocorre devido a formacéo de estruturas de tamanhos menores
que ¥ do comprimento de onda da luz visivel, as quais ndo desviam luz. O uso do Miristato
de Isopropila ndo proporcionou a formacao de sistemas emulsionados. A separagdo de fases
também ocorreu em altas concentrac@es de fase oleosa ou aquosa e em baixas concentracdes

de tensoativo.

Figura 10 — Diagrama de fases D, PPG - 5 - Ceteth — 20, Miristato de Isopropila e Agua.
(STVB) Sistema Transparente de Viscosidade Baixa; (STVI) Sistema Transparente de
Viscosidade Intermediaria; (STVA) Sistema Transparente de Viscosidade Alta; (SOAV)
Sistema Opaco de Alta Viscosidade e (SF) Separacdo de Fases.

PPG -5 - CETETH - 20

0
100

100

0
Agua o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 |SOP. MYRISTATE

Os resultados para os diagramas formados pelo tensoativo Oleth 10, independente

do tipo de fase oleosa, também demostraram que foi possivel obter sistemas homogéneos com
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0S mais variados tipos de organizacdo em uma ampla faixa de combinacdo dos componentes.
A Figura 11 representa o diagrama D3, constituido por Oleth 10, Acido Oleico e agua, o qual
apresentou uma regido de STVB com baixa concentracdo de agua (10 a 20%), intermediaria
de o6leo (20 a 50%), alta e intermediaria de tensoativo (70 a 40%, respectivamente). Diferente
dos diagramas obtidos com o PPG-5-Ceteth-20, o uso do Oleth 10 em altas concentracGes
(entre 80 e 70%) e em baixas concentracdes de fase aquosa (10 a 20%) permitiu a formacéo
de uma maior regido de STVI. O uso de um tensoativo menos hidrofilico (Oleth 10) em
concentracdes intermediarias de fase oleosa (40 a 60%) favoreceu a formacdo de sistemas
emulsionados do tipo A/O. Também foi observado separacdo de fases em altas concentracGes

de fase oleosa ou aquosa e em baixas concentragdes de tensoativo.

Figura 11 — Diagrama de fases D; (Oleth 10/Acido Oleico/Agua). (STVB) Sistema
Transparente de Viscosidade Baixa; (STVI) Sistema Transparente de Viscosidade
Intermediaria; (STVA) Sistema Transparente de Viscosidade Alta; (SEVI) Sistema
Emulsionado de Viscosidade Intermediaria e (SF) Separagdo de Fases.

OLETH 10

0
100

100

AGUA © 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 OLEIC ACID
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A Figura 12 apresenta o diagrama D, constituido por Oleth 10, Miristato de
Isopropila e &gua. Em contraste com diagrama obtido com PPG-5-Ceteth-20, o uso do Oleth
10 contribuiu para a formacgdo de uma maior regido de estruturas transparentes e organizadas.
Essa diferenca pode ter ocorrido devido o Oleth 10 possuir em sua cadeia menos unidades de
oOxidos de etileno em relacdo ao PPG-5-Ceteth-20, 0 que representa uma menor quantidade de
oxigénio em sua molécula, diminuindo assim possiveis ligacdes de hidrogénio com a agua
presente nas formulacdes. Ou seja, tensoativos com maior grau de etoxilacdo e
consequentemente uma maior massa molar possuem uma menor capacidade para diminuir a
tensdo interfacial, pois as ligacBes entre os atomos de oxigénio de sua molécula com o
hidrogénio da agua dificultam sua mobilidade em direcdo a superficie das gotas de 6leo,
proporcionando sistemas menos transparentes (NETO et al., 2009). A regido de STBV
também foi obtida com baixa concentracdo de agua (10 a 20%), intermediaria de 6leo (20 a
50%), alta e intermediaria de tensoativo (70 a 40%, respectivamente). Foi visualizada uma
pequena regido de sistemas opacos de alta viscosidade (SOAV), a qual ocorreu em
concentracdes acima de 40% de fase aquosa. Comparando com o diagrama anterior o uso do
Acido Oleico provavelmente também estendeu a regido de STVI. A formacdo de sistemas
emulsionados foi obtida em concentragfes intermediérias de fase oleosa (40 a 60%). A
separacdo de fases ocorreu em altas concentracdes de fase oleosa ou aquosa e em baixa

concentragéo de tensoativo
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Figura 12 — Diagrama de fases D4 (Oleth 10/Miristato de Isopropila/Agua). (STVB) Sistema
Transparente de Viscosidade Baixa; (STVI) Sistema Transparente de Viscosidade
Intermediaria; (STVA) Sistema Transparente de Viscosidade Alta; (SEVI) Sistema
Emulsionado de Viscosidade Intermediéria e (SF) Separagdo de Fases.

OLETH 10

0
100

100

; ; 0
AGUA o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ISOP. MYRISTATE

5.1 Caracterizacao fisico-quimica das formula¢des

5.2.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

A Figura 13 representa as fotomicrografias das formulagfes que possuem um
valor fixo de fase aquosa, mas diferem entre si pela proporcdo de tensoativo /fase oleosa e
formulacdes que possuem um valor fixo de fase oleosa, porém diferem-se pela proporcao de
tensoativo/fase aquosa. A composicdo de cada formulacdo estd descrita nas Tabelas 3 a 6.
Nota-se para as formulaces formadas pelo PPG-5-Ceteth-20, independente do tipo de fase
oleosa e que possuem valor fixo de fase aquosa, um comportamento isotropico através da
visualizacdo de um campo escuro (F1, F2, F3, F15, F16 e F17), ou seja, as amostras
permitiram a passagem da luz polarizada sem modifica¢cdes na sua propagacdo a formacgéo de

sistemas micelares e/ou microemulsionados. Sistemas micelares também apresentam isotropia
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e baixa viscosidade, porém ocorrem em solucdes aquosas quando a concentracdo do
tensoativo atinge sua CMC formando agregados micelares. Ja os sistemas micelares inversos
também ocorrem quando o tensoativo atinge sua CMC, porém sdo sistemas que possuem fase
oleosa (MULLER-GOYMANN, 2004) e uma pequena quantidade de fase aquosa, a qual se
encontra voltada para a parte interna do sistema e esta fortemente ligada a parte polar do
tensoativo, por forcas intermoleculares incluindo forcas de van der Waals e ligacdes de
hidrogénio (ISRAELACHVILI, 1992), J& a parte apolar do tensoativo direciona-se para fora
em contato com a fase oleosa. As micelas inversas sdo dificeis de diferenciar das
microemulsdes do tipo A/O devido suas caracteristicas semelhantes e por isso, muitas vezes
as microemulsdes sdo tratadas como uma extensdo de solucdes micelares (OLIVEIRA et al.,
2004). Para o diagrama D; a medida que a concentracdo de fase aquosa aumenta de 20 a 30%
(F4 e F5), observa-se que houve um desvio sob o plano de luz polarizada (anisotropia),
proporcionando o aparecimento de “cruzes de malta”, caracteristica de arranjo liquido
cristalino de fase lamelar, Ja 0 aumento de fase aquosa em 40 a 50% (F6 e F7) promoveu uma
diferente organizacdo entre os arranjos, sendo revelada atraves da anisotropia das amostras
uma mistura de fases, visualizando-se estruturas de fase lamelar e estruturas parecidas com
“estrias”, caracteristica do arranjo liquido cristalino de fase hexagonal. Para o D, 0 aumento
da fase aquosa em 20% (F18) também possibilitou a formacdo de arranjos de fase lamelar,
porém o aumento em 30% provocou uma maior organizacdo do sistema, caracterizado pela
presenca de uma fase hexagonal (F19), entretanto ndo foi possivel obter fotomicrografias das
formulacbes F20 e F21, devido a alta viscosidade desses sistemas. Para os diagramas
formados através do Oleth 10 (D3 e D,4) observa-se que em altas concentracdes de tensoativo
(80 a 70%) e baixa concentracdo de fase aquosa (10%) (F8, F9, F11, F12, F22, F23, F25 e
F26) hd um desvio sob o plano de luz polarizada, resultando no aparecimento de “cruzes de
malta”. Amostras da F10 do diagrama com Acido Oleico e F24 do Miristato de Isopropila,
demostram a isotropia das formulacdes observada através da visualizacdo de um campo
escuro. Ja o aumento da fase aquosa (40 a 50%) em ambos os diagramas provocou a
mudanca da fase lamelar para sistemas mais organizados de fase hexagonal (F13, F14, F27 e
F28).
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Figura 13- Fotomicrografia das formulagdes selecionadas.

F1: Campo escuro F2: Campo escuro F3: Campo escuro

Isotropia Isotropia Isotropia

*

F4: Campo escuro F5: “Cruzes de Malta” F6: “Cruzes de Malta e Estrias ”

Isotropia Anisotropia Anisotropia

*

F7- “Cruzes de Malta e Estrias * F8: “Cruzes de Malta F9: “Cruzes de Malta”

; ; Anisotropia Anisotropi
Anisotropia p sotropia

F10: Campo escuro F11: “Cruzes de Malta” F12: “Cruzes de Malta”

Isotropia Anisotropia Anisotropia
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F13: “Estrias” F14: “Estrias” F15: Campo escuro

Anisotropia Anisotropia Isotropia

F16: Campo escuro F17: Campo escuro F18: “Cruzes de Malta”

Isotropia Isotropia Anisotropia

F19: “Estrias” F22: “Cruzes de Malta” F23: “Cruzes de Malta”

Anisotropia Anisotropia Anisotropia

F24: Campo escuro F25: “Cruzes de Malta” F26: “Cruzes de Malta”

Isotropia Anisotropia Anisotropia
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F27: “Estrias” F28: “Estrias”

Anisotropia Anisotropia

*
N&o foi possivel através das fotomicrografias a visualiza¢do das “Cruzes de Malta”, porém

as mesmas foram observadas durante a microscopia.

5.2.2 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS)

A caracterizagdo das formulagdes atraves do SAXS foi feita através das curvas de
intensidades de espalhamento I(g) em funcdo do vetor de espalhamento (q). Com as curvas
foi possivel avaliar através da correlacdo espacial entre os objetos espalhadores, as
nanoestruturas dos sistemas em que se varia a proporcéo de fase aquosa, assim como o tipo e
a proporcao de fase oleosa. Nota-se pelas curvas de SAXS das formulacdes obtidas pelo PPG-
5-Ceteth-20, em que se variou a proporg¢éo de tensoativo /fase oleosa (F1, F2, F3, F15 e F16),
a presenca de um pico alargado, caracteristico de sistemas micelares e/ou microemulsionados
(BEAUCAGE et al., 1995) (Figura 14 e 17). Com excecdo da formulagdo F17 que apesar de
exibir um comportamento isotrépico na MLP, apresentou um pico suficientemente definido, o
que indica uma maior correlacdo espacial entre os objetos espalhadores, porém sem uma
periodicidade equivalente a um arranjo mais organizado, podendo assim indicar 0 comego de
uma organizacdo do sistema localizado em uma regido de transicdo de fases (Figura 17).
Através da MLP foi possivel observar um comportamento anisotrépico da formulacdo F4 do
diagrama D;, entretanto sua curva de SAXS demonstrou picos definidos, porém pouco
estreitos, o que indica um menor nivel de organizacdo desse sistema (Figura 15). O aumento
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da fase aquosa em 30% na formulagdo F5 do diagrama D; proporcionou um aumento na
organizacdo estrutural do sistema e através do deslocamento na posicdo méxima do pico
demostrou uma mudanca na distancia entre 0s objetos espalhadores, indicando uma
correlacdo mais condensada, sendo possivel através do valor da posicdo do vetor de

espalhamento (q max.) 0 emprego da relacdo d = 2n/q . 5 correlacio entre as distancias dos

objetos espalhadores d1/d2 = 2, demonstra uma periodicidade equivalente a um arranjo
liquido cristalino de fase lamelar (Figura 15), confirmada pela presenca de “cruzes de malta”
na MLP. As curvas das formulagdes do diagrama D; que apresentam uma maior quantidade
de fase aquosa (F6 e F7) também apresentaram picos de alta definicdo (Figura 16), porém nédo
foi possivel através da relacdo empregada confirmar a mistura de fases encontrada na MLP. A
formulacdo F19 do diagrama D, com o aumento de fase aquosa em 30% demonstrou em
relacdo as outras formulac6es uma menor distancia entre os objetos espalhadores (Figura 18),
consequentemente arranjos mais organizados que através da correlagdo d1/d2 = 1,73 e

d1/d3 = 2, revelou uma periodicidade relativa a um arranjo liquido cristalino de hexagonal.
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1(q) unidades arbitrarias

1(g) unidades arbitrarias

Figura 14 - Evolucdo estrutural interna dos
sistemas estabilizados com 80, 70, 50 % de
(PPG - 5 Ceteth - 20); 10, 20, 40% de Acido

Oleico e Fase aquosa e 10%, respectivamente.

A\

Aumento de
Tensoativo

0,1

0,01

1E-3 T T T T T
0,5 1,0 15 2,0 25

ady*

3,0

Figura 16 — Evolucdo estrutural interna dos
sistemas estabilizados com 50, 40 % de (PPG - 5
- Ceteth — 20); 40, 50% de Fase aquosa e 10% de

Acido Oleico, respectivamente.

F6

Aumento de fase aquosa

0,1

0,01

1(g) unidades arbitrarias

Figura 15- interna dos
sistemas estabilizados com 80, 70, 60 % de (PPG -
5 - Ceteth - 20); 10, 20, 30% de Fase aquosa e 10%

de Acido Oleico, respectivamente.

Evolucdo estrutural

—F1
14 Aumento de fase aquosa | |—— F4
0,1 o
0,01 4
0:5 1;0 1:5 ZjO 2:5 3:0 3;5 4:0
aAy*
Figura 17- Evolugdo estrutural interna dos
sistemas estabilizados com 80, 70, 60 % de
(PPG - 5 - Ceteth — 20); 10, 20, 40% de
Miristato de Isopropila e 10% de Fase aquosa,
respectivamente.
F15
Aumento de Tensoativo F16
8 — F17
l§ 14
E
©
£
g
§ 0,1
g
0'01- T T T T T

0,5 1,0 15

aAy*

2,0 25 3,0
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Figura 18- Evolucdo estrutural interna dos sistemas estabilizados com 80, 70, 60 % de
(PPG - 5 -Ceteth — 20) e 10, 20, 30% de Fase aquosa e 10% de Miristato de Isopropila,

respectivamente

10

F15
Aumento de Fase aquosa — F18
0 F19
Ko
@ 14
E
@
%]
[}
e]
]
k=l
c
2 01 / \
\\
‘\\
0,01 4
039 ' 1:8 ' 2:7

a®’

As formulacGes com alta concentracdo de tensoativo (80 a 70%) e baixa
concentracdo de fase aquosa (10%) para os diagramas formados através do Oleth 10 (F8, F22
e F23), demonstraram curvas de SAXS com periodicidade equivalente a fase lamelar (Figuras
19 e 22). Esse efeito na organizacdo das formulagdes contendo altas concentra¢des de Oleth
10 em relacdo ao PPG-5-Ceteth-20 é provavelmente dependente da sua CMC, que ¢é atingida
nessas concentragcoes, proporcionando a formacdo de agregados micelares que se organizam
em estruturas ordenadas, apresentando picos bastante definidos. A formulacdo F9 do
diagrama D3 apresentou-se como uma amostra anisotrdpica e através da curva de SAXS foi
possivel observar picos definidos, porém pouco estreitos, caracterizando uma menor
organizacdo do sistema (Figura 19). J& o comportamento isotropico da formulacdo F10 do
diagrama D3 foi confirmado através de um pico alargado (Figura 19). As formulag¢bes F11,
F12, F25 e F26 (Figuras 20 e 23), apresentaram curvas com picos bem definidos e através da
correlagdo d1/d2 = 2, revelaram uma de fase lamelar. A formulagcdo F24 do diagrama D,
apresentou um comportamento semelhante a formulacdo F17 do diagrama formado pelo
PPG-5-Ceteth-20 e Miristato de Isopropila, exibindo um pico definido, porém sem uma
periodicidade especifica, indicando sua localizagdo em uma regido de transicdo de fase
(Figura 22). Através da MLP das formulagbes F13 e F14 do diagrama D3 foi possivel a

visualizacdo de uma fase hexagonal, entretanto suas curvas de SAXS revelaram uma
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correlacdo d1/d2 = 2 e d1/d3 = 3, caracteristica de fase lamelar (Figura 21). As formulacGes
F27 e F28 do diagrama D4, demostraram uma menor distancia entre os objetos espalhadores
(Figura 24) e atraves da correlacdo d1/d2 = 1,73 e d1/d3 = 2, revelou uma periodicidade

relativa a uma fase hexagonal.

A caracterizacdo das formulagdes obtidas principalmente pelo Oleth 10 através do
SAXS permitiu ndo sO a identificacdo das nanoestruturas, mas também uma avaliacdo mais
aprofundada sobre os niveis de organizacdo dos arranjos liquido-cristalinos. Com as curvas de
SAXS foi possivel observar que o estreitamento dos picos vai se tornando mais evidente nas
formulacGes em que se varia a proporcdo de fase aquosa, ou seja, 0 aumento de agua
proporcionou uma ampliacdo na ordem estrutural desses sistemas. Esse efeito provavelmente
relaciona-se com a parte hidrofébica do tensoativo que tende a se proteger do aumento de
agua se agrupando cada vez mais, aumentando assim seu nivel de empacotamento, 0 que
consequentemente torna mais condensada a correlacdo espacial entre os objetos espalhadores,

proporcionando a visualizacdo de picos mais estreitos e definidos (Figuras 20, 21, 22 e 24).
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Figura 19 - Evolucdo estrutural interna dos
sistemas estabilizados com 80, 70, 50 % de
(Oleth 10); 10, 20, 40% de Acido Oleico e

Fase aquosa e 10%, respectivamente.

—F8

Aumento de tensoativo F9
1 ——F10

0,1

0,01

Figura 21 — Evolucdo estrutural interna dos
sistemas estabilizados com 50, 40 % de (Oleth
10); 40, 50% de Fase aquosa e 10% de Acido

Oleico, respectivamente.

Aumento de Fase aquosa l

——F13
— F14

-
1

0,1

1(g) unidades arbitrarias

0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35 4,0
-1
ad)

Figura 20 - Evolucdo estrutural

interna dos

sistemas estabilizados com 80, 70, 60% de (Oleth
10); 10, 20, 30% de Fase aquosa e 10% de Acido

Oleico, respectivamente.

0,1

1(q) unidades arbitrarias

0,01

— F8
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Fase aquosa F12
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Figura 22 - Evolugdo estrutural interna dos sistemas
estabilizados com 80, 70, 60 %de (Oleth 10); 10, 20,
40% de Miristato de Isopropila e 10% de Fase

aquosa, respectivamente.
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1(g) unidades arbitrarias

0,01

F22
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Figura 23 - Evolugdo estrutural interna dos Figura 24 — Evolugdo estrutural interna dos
sistemas estabilizados com 80; 70; 60 de (Oleth sistemas estabilizados com 50, 40 % de (Oleth
10); 10, 20, 30% de Fase aquosa e 10% de 10); 40, 50% de Fase aquosa e 10% de
Miristato de Isopropila, respectivamente. Miristato de Isopropila, respectivamente.

F22 Aumento de fase aquosa

Aumento de fase aquosa — 25 — 27

[
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0,14

o
-
1

1(g) unidades arbitrarias
1(g) unidades arbitrarias

0,01

0,01

0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5 4,0 0,5 10 15 2,0 25 3,0 35 4,0
-1 -1
q(A) ad)

5.2.3 Medidas Reoldgicas

As Figuras 25 a 29 representam através das curvas de fluxo a evolugdo reoldgica
das formulagdes. As curvas de tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento
crescente sao representadas por simbolos preenchidos, os simbolos vazios correspondem as
curvas medidas com taxas de cisalhamento decrescentes. A caracterizacdo reoldgica junto
com as curvas de SAXS permitiu uma melhor compreensdo sobre o nivel de organizagdo
interno das formulagdes, principalmente daquelas que se diferem pela proporcdo de
tensoativo/fase aquosa. Através dos reogramas foi possivel observar que a area de histerese
entre as curvas torna-se maior a medida que aumenta a quantidade de agua, este efeito é
representado pelo comportamento tixotrépico das amostras, indicando que o tempo de
aplicacdo do cisalhamento influéncia no restabelecimento da estrutura inicial das formulacdes.
As curvas de fluxo para as formulagdes obtidas pelo PPG-5-Ceteth-20 de porcentagem fixa de
fase aquosa (F1, F2, F3, F15, F16 e F17) e carater isotropico, representadas pela presenca de
picos alargados nas curvas de SAXS, apresentaram um comportamento newtoniano com uma
tensdo de escoamento proxima a zero, essas caracteristicas provavelmente estéo relacionadas
com o alinhamento das goticulas de 06leo ou das micelas em direcdo ao escoamento,

diminuindo assim a resisténcia interna e a viscosidade aparente de forma constante
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(FORMARIZ, 2008). Quando a velocidade de cisalhamento foi removida, 0s sistemas
readquiriram sua estrutura inicial, de modo que as curvas ascendentes e descentes sobrepdem
praticamente uma em cima da outra (Figuras 25 e 28). Ja as formulacdes F4 e F18 apesar de
demostrarem um carater anisotrépico, apresentaram 0 mesmo comportamento citado
anteriormente, entretanto para essas formulaces o comportamento reoldgico esta
provavelmente relacionado com a maior mobilidade dos agregados micelares que formam as
lamelas, devido uma menor organizacdo dos sistemas (confirmado pela baixa definicdo dos
picos nas curvas de SAXS), podendo-se dizer que as bicamadas lamelares se desestruturaram
com a acdo do cisalhamento, voltando ao estado micelar, que por sua vez alinham-se em
direcdo ao escoamento e readquirem ap6s o cisalhamento sua estrutura inicial (Figuras 26 e
29). A formulacdo F5 do diagrama D;, na qual a aplicacdo do cisalhamento provocou uma
menor resisténcia interna com consequente diminui¢do da viscosidade aparente a medida que
a taxa de cisalhamento foi aumentando, apresentou-se como um sistema de comportamento
ndo newtoniano de fluido pseudopléstico, com tensdo de escoamento maior que zero e maior
area de histerese (Figura 26). Os reogramas das formulacfes do diagrama D; que apresentam
uma maior quantidade de fase aquosa (F6 e F7) e a F19 do diagrama D, também
apresentaram um comportamento ndo newtoniano de fluido pseudopléstico (Figuras 27 e 29).
A formulacdo F7 em relacdo a F6, a qual possui uma maior quantidade de agua (50%),
apresentou uma maior tensdo de escoamento, area de histerese e viscosidade aparente (Figura
25), 0 que indica uma maior organizacdo desse sistema. J& a formulacdo F19 em relacdo as
outras formulacdes formadas pelo PPG-5-Ceteth-20 foi a que apresentou maior tensdo de
escoamento, area de histerese e consequentemente maior viscosidade aparente (Figura 29),

caracteristicas que complementam as curvas de SAXS.
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Figura 25 — (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80, 70, 50 % de (PPG - 5 Ceteth - 20); 10, 20, 40% de Acido Oleico e
Fase aquosa e 10%, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.

(@)
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Figura 26 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80; 70; 60 % de (PPG - 5 - Ceteth - 20); 10, 20, 30% de Fase aquosa e

10% de Acido Oleico, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de

cisalhamento.
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Figura 27 — (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 50, 40 % de (PPG - 5 - Ceteth — 20); 40, 50% de Fase aquosa e 10% de

Acido Oleico, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 28 - (a) Tensdo de cisalnamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80, 70, 60 % de (PPG - 5 - Ceteth — 20); 10, 20, 40% de Miristato de
Isopropila e 10% de Fase aquosa, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de

cisalhamento.
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Figura 29 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80; 70; 60 % de PPG - 5 -Ceteth — 20 e 10; 20; 30% de Fase aquosa e
10% de Miristato de Isopropila, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de

cisalhamento.
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As formulagdes obtidas pelo Oleth 10 de porcentagem fixa de fase aquosa e cerca
de 80 e 70% de tensoativo (F8, F22 e F23) apesar de possuirem arranjos liquidos cristalinos
de fase lamelar, caracterizados pela definicdo das curvas de SAXS, apresentaram através das
curvas de fluxo um comportamento newtoniano com uma tensdo de escoamento proxima a
zero (Figuras 30 e 33), caracteristica que pode estar relacionada com desorganizacdo das
bicamadas lamelares com a acdo do cisalhamento. Esse efeito pode ter ocorrido devido uma
maior mobilidade entre os agregados micelares que formam as lamelas, provavelmente devido
a baixa quantidade de fase aquosa, que com acdo do cisalhamento retorna ao estado micelar,
alinhando-se em direcdo ao escoamento, demostrando assim um comportamento newtoniano
com tensdo de escoamento préxima a zero, devido sua baixa resisténcia interna. Ja a
formulacdo F9 do diagrama D3 apresentou 0 mesmo comportamento reoldgico (Figura 30), no
entanto a amostra possui um menor nivel de organizacdo, caracteristica que facilita o
desarranjo das lamelas durante a acdo de cisalnamento. O comportamento newtoniano com
tensdo de escoamento proxima a zero, também representou as amostras de carater isotrépico e
de baixa correlacao espacial (F10 e F24, Figuras 30 e 33). O aumento da fase aquosa entre 20
e 30% em ambos os diagramas formados pelo Oleth 10 (F11, F12, F25 e F26, Figuras 31 e

34) proporcionou sistemas de comportamento newtoniano e de fluido pseudoplastico, a
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amplitude do lagco de histerese entre os sistemas permitiu junto com as curvas de SAXS
confirmar o nivel de organizagéo desses sistemas. As formulacbes F13 e F14 do diagrama D3
apresentaram um comportamento diferente das outras formulagdes, no entanto foram
representadas por curvas de histerese em sentido anti-horario, denotando um comportamento
anti-tixotrépico (Figura 32). O comportamento reolégico dessas formulacdes prova que elas
sdo dependentes de uma acdo de cisalhamento para formar arranjos mais organizados, uma
vez que suas microscopias revelam uma fase hexagonal em contraste com as curvas de SAXS,
que demostram uma fase lamelar. Esse efeito anti-tixotrépico provavelmente deve estar ligado
com a acdo do cisalhamento que aumenta a frequéncia das colisdes entre as moléculas do
tensoativo, conduzindo a um rearranjo dos agregados micelares com consequentemente
aumento da viscosidade. A formulagdo F27 do digrama D4, também apresentou 0 mesmo
comportamento anti-tixotropico (Figura 35), no entanto essa formulacdo demonstra um
arranjo liquido cristalino de fase hexagonal confirmado pela MLP e curva de SAXS. Ja a
formulacdo F28 apresentou um comportamento ndo newtoniano de fluido pseudoplastico com
alta tenséo de escoamento e area de histerese (Figura 35), caracteristicas que complementam a
intensidade e distancia entre os objetos espalhadores das curvas de SAXS, dados que revelam

um arranjo liquido cristalino de periodicidade hexagonal.

A viscosidade aparente das formulagbes € um dado de extrema importancia,
auxiliando diretamente na interpretacdo dos ensaios de liberagdo “in vitro”, pois a velocidade
de difusdo de um farmaco com sua consequente liberacdo final para o0 meio receptor, também
depende da barreira imposta pela viscosidade de um sistema, a qual pode facilitar ou dificultar

a fracdo de farmaco disponivel por unidade de tempo (CORREA et al., 2005).
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Figura 30 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80, 70, 50 % de (Oleth 10); 10, 20, 40% de Acido Oleico e Fase aquosa

e 10%, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 31 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhnamento dos sistemas
estabilizados com 80; 70; 60 % de (Oleth 10); 10, 20, 30% de Fase aquosa e 10% de

Acido Oleico, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 32 — (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 50, 40 % de (Oleth 10); 40, 50% de Fase aquosa e 10% de Acido Oleico,

respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 33 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80, 70, 60 % de (Oleth 10); 10, 20, 40% de Miristato de Isopropila e
10% de Fase aquosa, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de

cisalhamento.
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Figura 34 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento dos sistemas
estabilizados com 80; 70; 60 % de (Oleth 10); 10, 20, 30% de Fase aquosa e 10% de

Miristato de Isopropila, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de

cisalhamento.
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Figura 35 — (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhnamento dos sistemas
estabilizados com 50, 40 % de (Oleth 10); 40, 50% de Fase aquosa e 10% de Miristato de
Isopropila, respectivamente; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.

(a)

1000

(b)

800

600

400

Taxa de cisalhamento (Pa)

200

60

So5™o

IN
S
1

w
S
1

—e—F27 (0-100 ™)
—o0—F 27 (100-0s™)
F 28 (0-100 s™)

Viscosidade aparente
S
!
(9

—e—F27(0-100s™)
F28 (0-100s™)

=
o
1

F28 (100-0s™)

o

T 0 T

T
80 100 0

Taxa de cisalhamento s™

T T T T
40 60 80 100

Taxa de cisalhamento s™

Nathalia Cristina Rissi




RESULTADOS E DISCUSSOES
83

5.3  Efeitos da incorporagio do DF Na* e DF K" nas formulagdes

5.3.1 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

A Figura 36 representa as fotomicrografias das formulagdes em que foi
incorporado 10 e 30 mg.g * do DF Na * e DF K *. Nota-se que as quantidades incorporadas de
ambos os farmacos nao interferiram na organizacédo dos arranjos caracterizados anteriormente,
mantendo sua caracteristica anisotropica através da visualiza¢do de “cruzes de malta” (fase

lamelar) e “estrias” (fase hexagonal).

Figura 36 — Fotomicografias das formulagdes incorporadas com os farmacos

F5Na* (10 mg.g ™) F5K* (10 mg.g %) F5Na" (30 mg.g ™)

“Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta”

F5K* (30 mg.g Y F12 Na* (10 mg.g ™ F12 K* (10 mg.g ™)

“Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta”
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F12 Na* (30 mg.g ) F12 K* (30 mg.g ™) F26 Na* (10 mg.g ™)

“Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta”

F26 K* (10 mg.g ™) F26 Na* (30 mg.g %) F26 K* (30 mg.g ™)

“Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta” “Cruzes de Malta”

F28 Na* (10 mg.g %) F28 K* (10 mg.g %) F28 Na* (30 mg.g %

“Estrias” “Estrias” “Estrias”

F28 K* (30 mg.g ™)

“Estrias”
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5.3.2 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS)

As Figuras 37-40 demostram através das curvas de intensidades de espalhamento
I(g) em funcdo do vetor de espalhamento (q) as nanoestruturas das formulacdes em que foi
incorporado 30 mg.g * de DF Na * e DF K *. Nota-se que a incorporacdo de ambos 0s
farmacos nas formulagdes em estudo ndo provocou nenhuma transicdo de fase entre os
sistemas. No entanto, a formulagdo F5 Na* e F5 K™, apresentou uma diminuicao na definicéo
dos picos, através de uma menor correlacdo espacial entre os objetos espalhadores, refletindo
diretamente na organizagéo estrutural dos arranjos, ou seja, a incorporacdo do DF Na* e do

DF K" nestas formulagdes promoveu uma diminuicdo na ordem dos arranjos lamelares.

A incorporacdo de farmacos em alguns arranjos liquidos cristalinos pode
aumentar sua solubilidade assim como afetar no parametro de empacotamento das moléculas
de tensoativo com consequéncias na transicdo de fase que pode resultar em mudangas de
propriedades importantes do veiculo como comportamento reoldgico, estabilidade,
solubilidade e liberagcdo (OTTO et al., 2009

Figura 37 - Avaliacdo estrutural das Figura 38 - Avaliacgdo estrutural das
formulagdes F5; F5 k * e F5 Na* formulagbes F12; F12k " e F12 Na*

)
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Figura 39 - Avaliagdo estrutural das Figura 40 - Avaliagdo estrutural das
formulagdes F26; F26 k e F26 Na* formulagbes F28; F28k* e F28 Na*
— 26 F28
e 26 K s F28 K
1 F26 Na* 13 F28 Na *

| () unidades arbitrarias
1(q) unidades arbitrarias

AV

0,014 =

5.3.2 Medidas Reoldgicas

As figuras 41 a 44 representam através das curvas de fluxo o comportamento
reoldgico e a viscosidade aparente das formulagées em que foi incorporado 30 mg.g * de DF
Na * e DF K *. As curvas de tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento
crescente, também estdo representadas por simbolos preenchidos, os simbolos vazios
correspondem as curvas medidas com taxas de cisalhamento decrescentes. Nota-se que a
incorporacdo de ambos os farmacos nas formulagdes em estudo ndo provocou nenhuma
alteracdo em relacdo ao comportamento reoldgico, mantendo as caracteristicas de
comportamento ndo newtoniano e fluido pseudoplastico, no entanto houve alteracdo em

relagdo a viscosidade aparente.

A formulacdo F5 quando incorporada com o DF Na* e DF K" apresentou em
ambas as formulagBes uma diminuicdo na viscosidade e area de histerese, indicando um
menor nivel de organizacdo do sistema (Figura 41), caracteristicas que complementam as
curvas de SAXS. A formulagdo F26 embora mantivesse praticamente a mesma viscosidade
aparente com a incorporacdo dos farmacos foi possivel observar atraves das curvas

ascendentes da F26 K* e F26 Na* um aumento na caracteristica pseudoplastica da amostra.
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Figura 41 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das formulacdes F5;

F5 k™ e F5 Na"; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 42 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das formulacdes F12;

F12 k™ e F12 Na™; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 43 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das formulacdes F26;

F26 k™ e F26 Na™; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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Figura 44 - (a) Tensdo de cisalhamento x velocidade de cisalhamento das formulagdes F28;

F28 k™ e F28 Na™; (b) viscosidade aparente x velocidade de cisalhamento.
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54  Validacdo de metodologia analitica para a determinacdo do DF Na" por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A validacao foi desenvolvida com o objetivo de se obter um método capaz de
quantificar o DF Na' nos ensaios de liberagdo “in vitro” e no teste de solubilidade nos
componentes da formulagdo. O método validado apresentou linearidade na faixa de
concentracdo utilizada, especificidade, precisdo e exatiddo. Os pardmetros de validacédo
utilizados foram os estipulados pela ANVISA (2003).

A metodologia analitica utilizada inicialmente foi baseada no método descrito
pela USP (2007), porém foram necessérias modificagdes relacionadas ao tipo de coluna e a
fase movel. O método descrito pela farmacopéia possui uma fase movel constituida de 70%
de metanol e 30 % de tampdo fosfato pH 2,5. Com o intuito de preservar o sistema
cromatografico o tampdo fosfato foi substituido por uma solucdo aquosa de Acido
trifluroécetico a 0,1% p/v (pH 2,5). A primeira injecdo do farmaco foi feita a fim de se
confirmar o tempo de retencéo nessa nova condigdo cromatogréafica, resultando em um tempo
de 15 minutos, caracterizando uma andlise muito longa, o que representa uma desvantagem
durante a rotina no laboratorio. Na tentativa de reduzir o tempo de retencdo, aumentou-se a
proporcédo do solvente organico para 75 %. Observando-se assim que a medida que aumenta a
proporcdo do solvente organico hd uma diminuicdo do tempo de retengdo do farmaco. O
cromatograma utilizado como referéncia (Figura 45) exibiu o pico do DF Na* no tempo de

retencdo de 9,6 minutos.
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Figura 45- Cromatograma de referéncia do DF Na® (100 ug/mL) no tempo de retencio

de 9,6 minutos.
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A linearidade do método foi determinada atraves da equacdo da regressdo linear

obtida pela média das trés curvas analiticas. A Figura 46 demonstra que a curva analitica

encontrada apresentou um resultado linear, pois o coeficiente de correlagdo encontrado foi de

0,99994. A Tabela 8 demostra os resultados obtidos a partir da injecdo das quatorze

concentracdes do DF Na* a partir das trés curvas em triplicata.

Figura 46 - Curva analitica do DF Na" em fase moével, equacdo da reta (y) coeficiente de

correlagdo (r?).
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Tabela 8 — Dados da linearidade do método analitico para quantificagdo do DF Na".

DF Na* (ug/mL) Area média Desvio CV (%) **
dos picos* Padrdo
5 255,6 0,787401 0,30806
10 458,0178 6,105778 1,333087
20 951,8667 7,906457 0,830627
30 14548 8,606288 0,591579
40 1875,278 27,96274 1,491125
50 2394,844 18,83336 0,786413
100 4695,633 66,01977 1,405982
150 6844,533 34,69176 0,506854
200 9327,011 186,5657 2,000273
250 11610,29 348,0768 2,998002
300 13826,33 356,0743 2,575334
350 16319,11 296,3603 1,816032
400 18566,58 264,1683 1,422816
500 23117,83 228,8744 0,990034

* Média das 3 curvas em triplicata. ** CV- coeficiente de variacdo, calculado em funcdo da média e desvio

padrdo das areas obtidas.
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Especificidade

A capacidade do método em quantificar o DF Na’ nos ensaios sem que 0s
componentes das formulacdes interfiram, foi confirmada pela comparagdo dos cromatogramas
ilustrados nas Figuras 47 a 50 com o cromatograma de referéncia (Figura 45). Observou-se
que os placebos das quatro formulages ndo interferem na andlise, uma vez que ndo se

observa interferéncia com o tempo de retencdo do DF Na'.

Figura 47 - Cromatograma referente a formulagio PPG-5-Ceteth-20 e Acido Oleico.
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Figura 48 - Cromatograma referente a formulagdo PPG -5- Ceteth -20 e Miristato de

Isopropila.
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Figura 49 - Cromatograma referente a formulacéo Oleth 10 e Acido Oleico.
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Figura 50 - Cromatograma referente & formulacéo Oleth 10 e Acido Oleico.
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Precisédo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em séries
repetidas de analises, sob as mesmas condicGes experimentais. Os resultados para os dois
niveis de precisao (intra-dia e inter-dia) mostraram CV menores de 5%, demonstrando assim

que o método é preciso (Tabela 9).

Nathalia Cristina Rissi




RESULTADOS E DISCUSSOES
94

Tabela 9: Avaliacdo da preciséo (intra-dia e inter-dia) do método analitico para quantificacdo
do DF Na".

Concentracdes Média das concentragbes  Desvio Padréo CV %
tedricas encontradas
(ug.mL™) (ug.mL™)
s 10 9,046667 0,426363 4,712931
Intra-dia
** 10 9,353333 0,289745 3,097774
* 200 195,9167 1,890645 0,965025
*%x 200 205,96 2,666771 1,294801
* 500 497,48 1,183334 0,237866
*% 500 491,38 9,178395 1,867881
il 10 9,106667 0,401031 4,403704
Inter-dia
* Kk 200 200,7067 0,316136 0,157512
*xk 500 493,9867 2,86586 0,58014

* Analisada através da curva analitica corrida no periodo da manha.

** Analisada através da curva analitica corrida no periodo da tarde.

*** Analisada através da curva analitica corrida no dia seguinte.

Exatidao

A exatiddo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em relacdo ao
valor verdadeiro, sob as mesmas condigdes experimentais. O resultado expresso pelo o limite
de recuperagdo foi em média de 91 - 98 %, demostrando assim a exatiddo do método
(Tabela 10)
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Tabela 10: Avaliacdo da exatidio do método analitico para quantificagcio do DF Na'.

Concentracfes Média das concentragbes  Desvio Padréo Recuperagéo %
tedricas encontradas
(ug.mL™) (ug.mL™)
10 9,18 0,369973 91,8
200 194,8967 2,296915 97,44833
500 488,2467 5,817361 97,64933

Limite de deteccéo e Quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) foram obtidos através da trés curvas
analiticas, empregando-se os valores de desvio padrdo e da inclinacdo da curva analitica,
conforme demonstrados nas equacdes 2 e 3, respectivamente. O LD foi de 1,08 ug.mL'1 eo

LQ foi de 3,5 pg.mL™.

Curvas analiticas com solventes diferentes

Duas novas curvas analiticas foram construidas com solventes diferentes, uma vez
que tampao fosfato 0,02 M pH 7,2 e 10% de metanol (solucdo receptora) foi utilizado nos
ensaios e liberagdo “in vitro” e 0 metanol no teste de solubilidade do DF Na' nos

componentes da s formulacBes. As curvas estao representadas nas Figuras 51 e 52.
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Figura 51 - Curva analitica do DF Na* em tampao fosfato 0,02 M pH 7,2 e 10% de metanol,

equacdo da reta (y) coeficiente de correlacéo (r%).
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Figura 52 - Curva analitica do DF Na® em metanol, equagdo da reta (y) coeficiente de

correlagdo (r?).
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5.5  Desenvolvimento metodologia analitica para a quantificacgdo do DF K* por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O cromatograma utilizado como referéncia (Figura 53) exibiu o pico do DF K* no

mesmo tempo de retencdo do DF Na*, que é de aproximadamente 9,6 minutos.

Figura 53 - Cromatograma de referéncia do DF K* (100 ug/mL) no tempo de retengdo de 9,6

minutos.
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Curvas analiticas
Curva analitica em solucgéo receptora

Com objetivo de quantificar o DF K" nos ensaios de liberacio “in vitro”, foi
construida uma curva analitica em solucéo receptora (tampao fosfato 0,02 Me 10% metanol).
A Figura 54 demonstra que a curva analitica encontrada apresentou um resultado linear, pois

o coeficiente de correlacdo encontrado foi de 0,99992.
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Figura 54 - Curva analitica do DF K+ em tampao fosfato 0,02 M pH 7,2 e 10% de metanol,

equacdo da reta (y) coeficiente de correlacéo (r%).

Area do pico

25000 —

20000 —

15000 -

10000 —

5000

y =41,42139 + 42,54246 x

r2 = 0,99992 pe

Curva analitica em metanol

T T T T T
100 200 300 400 500

Concentragéo ug/mL

o 4

T
600

Com objetivo de quantificar o DF K" no teste de solubilidade nos componentes

das formulag@es, foi construida uma curva analitica em metanol. A Figura 55 demonstra que a

curva analitica encontrada apresentou um resultado linear, pois o coeficiente de correlacdo
encontrado foi de 0,9999.

Figura 55 - Curva analitica do DF K" em metanol, equacio da reta (y) coeficiente de

correlagdo (r?).
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5.6 Avaliacéo da solubilidade do DF Na * e DF K * nos componentes das formulacdes

A relacdo dos farmacos com o processo de difusdo e consequentemente com a
liberacdo final dos mesmos para 0 meio receptor estd ndo sé relacionado com o tipo de
arranjo, mas também com a composicdo dos sistemas, pois 0 processo de difusdo de um
farmaco depende da sua solubilidade nos dominios hidrofobicos e/ou hidrofilicos que formam

0S arranjos.

Os resultados para 0 DF Na" demostram que ele é mais soltvel nos tensoativos,
principalmente no PPG-5-Ceteth 20, cerca de 80% contra aproximadamente 65% no Oleth 10.
Em relagdo a fase aquosa e oleosa dos sistemas, 0 DF Na* revela-se mais sollvel na agua
(17,5%) do que no Acido Oleico (13,8%) e Miristato de Isopropila (11,3%). Através dos
resultados do DF K* foi possivel comprovar seu maior grau de solubilidade em &gua,
tornando o DF K™ trés vezes mais soltvel do que o DF Na®, caracteristica que provavelmente
influenciou na solubilizacdo de mais de 90% no PPG-5-Ceteth-20, uma vez que este
tensoativo possui um carater mais hidrofilico. Ja a solubilidade no Oleth 10 e no Acido Oleico
foi praticamente & mesma em relacdo ao DF Na®, no entanto foi maior para o Miristato de
Isopropila (15,8%).

Figura 56 — Quantidade solubilizada do DF Na* e DF K* em mg.g™ ou % nos componentes

das formulagoes.
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5.7 Estudo da “sink contidionts” para o DF Na' e DF K * nos ensaios de

liberacéo “in vitro”

A selecdo de um meio receptor adequado é um fator de extrema importancia para
0 sucesso dos ensaios de liberagdo “in vitro” (SHAH et al., 1994). A composi¢do do meio
receptor deve sempre manter a condicdo “sink” do experimento a temperatura de
32 °C + 0,5 °C e apresentar-se como uma solucdo tampdo com pH fisiologico para farmacos
hidrofilicos ou ainda em uma solucdo hidro-alcoolica para farmacos lipofilicos (PRACA,
2010). Baseando-se na solubilidade de 6 mg.g™ do DF Na* em tampéo fosfato pH 7,2 e 24
mg.g” em metanol, encontradas pelos pesquisadores Zahedi e Lee (2007), optou-se por
utilizar uma solucdo receptora hidro-alcéolica, na qual adicionou-se 10% de metanol ao
tampdo fosfato pH 7,2, afim de se garantir a “sink conditions” do experimento. A mesma

solucéo receptora também foi utilizada para o DF K*.

Tabela 11 — Resultados da solubilidade do DF Na* e DF K" na soluc&o receptora.

Area média *x Media da quantidade Quantidade
* Cv (%) lubilizad 1 lubilizad 9
dos picos solubilizada em mg.g solubilizada em %
DF Na* 26011,5 0,990034 5,989 99,8%
DF K* 25439,2 0,987613 5,989 99,8%

* Média das 3 areas em triplicata. ** CV- coeficiente de variacdo, calculado em funcdo da média e desvio

padrdo das &reas obtidas.

Os resultados demostram que o DF Na® e DF K’ foram completamente
solubilizados na solugé@o receptora, garantindo assim as condi¢des “sink” dos ensaios de

liberacéo “in vitro”.
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5.8 Ensaios de liberacédo “in vitro”

Os ensaios de liberagdo “in vitro” séo de extrema importancia para compreender
a relacdo que existe entre as caracteristicas estruturais dos sistemas com as propriedades
fisico-quimicas dos farmacos, incluindo o processo de difusdo dos mesmos através de
sistemas liquido-cristalinos, com consequente liberacdo final para o0 meio receptor. Para isso a
membrana utilizada ndo deve ser limitante, ou seja, ndo deve controlar o transporte dos
farmacos (HELLEDI e SCHUBERT, 2001) e o meio receptor deve garantir as condicdes
“sink” do meio. O processo global de liberacdo dos farmacos a partir dos arranjos liquido-
cristalinos envolve duas constantes; a primeira que pode ser chamada de K3, a qual representa
a difusdo dos farmacos através do sistema para 0 meio externo dos sistemas e a segunda
constate chamada de K3, que descreve a passagem dos farmacos pela membrana de celulose.
O primeiro processo, o qual envolve a difusdo através dos arranjos, depende da localizacéo
dos farmacos nos dominios hidrofobicos e/ou hidrofilicos dos sistemas. Dependendo do tipo
de arranjo, o formato destes dominios pode mudar e interferir no processo de difusdo. A fase
lamelar é formada por duplas camadas de tensoativos com os grupos hidrofilicos hidratados
pela regido aquosa e a parte hidrofobica voltada a regido oleosa, formando assim bicamadas
anfifilicas, as quais estdo separadas pelas camadas de agua. Ja& a fase hexagonal, apresenta um
centro lipofilico no formato de cilindro e rodeado por uma camada de grupos hidrofilicos
hidratados (TYLE, 1989; FORMARIZ et al., 2005). A solubilidade dos farmacos nos
componentes das formulacGes é de grande importancia, pois assim pode-se prever sua

localizacéo e avaliar como seré o processo de difuséo.

Quando o processo de difusdo dos farmacos do lado interno da membrana é
menos intenso, gera-se um gradiente de concentragdo menor nos dois lados da membrana,
proporcionando assim uma liberacdo menos intensa (PESTANHA, 2009), que
consequentemente torna a passagem dos farmacos para 0 meio receptor mais lenta,
apresentando assim uma liberacdo prolongada. A organizacgéo estrutural dos sistemas, assim
como a viscosidade também sdo caracteristicas que podem regular o processo de liberagdo “in

vitro”.

Os dados das Figuras 57 e 58 mostram o efeito da variacdo dos farmacos no
processo de liberacdo. Verifica-se que a liberacdo de ambos os farmacos nao foi limitada pela

membrana de celulose, pois a solubilizagdo em propilenoglicol gerou uma répida liberacéo
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dos mesmos, acumulando-se no lado interno da membrana, criando-se assim um alto

gradiente de concentracdo em relacdo ao lado externo, proporcionando a passagem mais

rpida dos farmacos através da membrana. A escolha do propilenoglicol para esse teste

baseou-se na capacidade que o mesmo tem em solubilizar os farmacos e por ndo apresentar

em seu interior qualquer estrutura organizada.

Figura 57 - Perfil de liberacdo das formulagdes F5 Na*, F12 Na*, F26 Na* e F28 Na" e

DF Na" solubilizado em propilenoglicol.
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Figura 58 - Perfil de liberaco das formulagdes F5 K*, F12 K*, F26 K" e F28 K* e DF K"

solubilizado em propilenoglicol.
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Com o propésito de se compreender a relacdo que existe entre a composicdo e o
tipo de arranjo liquido cristalino com os perfis de liberacdo de farmacos com diferentes
solubilidades, optou-se primeiramente por comparar arranjos lamelares com porcentagem fixa
de tensoativo, fase oleosa e aquosa (60%, 10 e 30%, respectivamente), sendo as seguintes
formulagGes selecionadas F5, F12 e F26. Além disso, para definir de forma mais aprofundada
a relacdo entre os farmacos e o sistema, designou-se para tal comparacao diferentes arranjos
liquidos cristalinos, uma fase lamelar (F26) e outra hexagonal (F28). A liberacdo dos
farmacos nas formulagbes chegou a ser de 3 a 6 vezes menor que a observada em
propilenoglicol. Isso ocorre em funcgdo dos arranjos liquidos cristalinos possuirem estruturas
ordenadas, que diminui a mobilidade das moléculas dos farmacos, devido a presenga de

interacdes intermoleculares entre os arranjos, tornado assim o processo de difusao mais lento.

A maior solubilidade dos farmacos encontrada nos tensoativos e na agua em
relacdo as fases oleosas indica a localizacdo dos mesmos na interface tensoativo - agua da
bicamada lamelar (F5, F12 e F26); ou na interface tensoativo - agua entre os cilindros do

arranjo hexagonal (F28), proporcionado aos farmacos em ambos os arranjos uma difusao mais
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lenta, demostrando uma liberacdo prolongada. Para compreender a cinética de liberacdo dos
farmacos trés modelos matematicos, foram aplicados aos resultados obtidos: zero ordem, (Qreal
em pg/cm2 em fungdo do tempo), primeira ordem (logaritmo da porcentagem de farmaco em
fungdo do tempo) e Higuchi (Qreal em pg/cm2 em fun¢do da raiz quadrada do tempo). A
Tabela 12 mostra o coeficiente de correlacdo (r?) calculado pelo ajuste de cada modelo

matematico as curvas experimentais para as formulacdes selecionadas’

Tabela 12: Coeficiente de correlagdo (r?) calculado pelo ajuste de cada modelo matematico:

zero ordem, primeira ordem e Higuchi.

Formulacéo Zero ordem Primeira ordem Higuchi
F5 Na* 0,9987 0,9228 0,9771
F12 Na* 0,9991 0,9025 0,9723
F26 Na* 0,9984 0,8896 0,9718
F28 Na* 0,9992 0,8945 0,9666

F5 " 0,9941 0,9191 0,9881
F12 K" 0,9988 0,9013 0,9653
F26 K* 0,9991 0,8900 0,9718
F28 K" 0,9998 0,8898 0,9675

O modelo matemético que apresentou r* maior para todas as das formulagdes foi o
de zero ordem. As Figuras 59 a 62 trazem os graficos de cinética de liberacdo de zero ordem

das formulagdes e seus respectivos r’.

O modelo matematico de zero ordem pode ser usado para descrever a liberacédo
modificada de farmacos de varias formas farmacéuticas, como sistemas transdérmicos, formas
revestidas, sistemas osmoticos, entre outros. As formas farmacéuticas que seguem essa
cinética liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo, 0 que € ideal para

atingir acao farmacoldgica prolongada (COSTA e LOBO, 2000).

A andlise estatistica foi efetuada utilizando o software Origin 7. A avaliacdo dos

dados foi feita através da analise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey
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(p < 0,05). Sendo consideradas estatisticamente diferentes quando o valor de p foi menor que
o nivel de significancia 0,05. Os resultados demostram que a liberagdo do DF Na' nos
sistemas lamelares ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05), indicando que a
alteracdo no tipo do tensoativo e da fase oleosa ndo provocou nenhuma modificagdo no
processo de difusdo do DF Na'. Os resultados da liberagdo do DF Na* na formulacdo F26 Na™
de arranjo lamelar em comparacio com a F28 Na* de arranjo hexagonal, também n&o
apresentou diferenca significativa (p > 0,05), indicando que a alteragdo do tipo de arranjo

neste caso ndo provocou nenhuma modificagdo no processo de difusio do DF Na”.

Ja as liberacdes para o DF K* demostram uma diferenca significativa entre a
formulacdo F5 K™ e as outras formulagdes (F12 K*, F26 K* e F28 K™), caracterizada pelo
valor de p menor que o nivel de significancia 0,05. Esse resultado ocorre provavelmente
devido a maior solubilidade do DF K" no PPG-5-Ceteth-20, favorecendo uma maior
mobilidade a molécula do farmaco, a qual se difundiu com maior rapidez através da interface
tensoativo — agua, liberando assim uma maior quantidade do farmaco A comparacédo entre 0s
dois arranjos liquidos cristalinos (lamelar e hexagonal) para o DF K* também n&o
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). As Tabelas 13 a 20 apresentam os resultados

de liberacdo encontrados para as formulacGes selecionadas.

Tabela 13: Liberacio da formulacdo F5 Na™

Tempo (h) Oreal (ug/cm?) % cV (% )*
0,5 89,34 2,6803 5,7918
1 127,96 3,7347 3,5955
2 187,19 5,5508 2,8999
4 273,58 8,1439 2,7353
6 371,79 11,0588 2,8340
8 469,80 13,9682 1,2889
10 570,01 17,1211 1,8883
12 656,40 19,5712 2,3583
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Tabela 14: Liberacéo da formulacdo F12 Na*

Tempo (h) Oreal (ug/cm®) % vV (% )*
0,5 24,40 0,7198 9,1630
1 38,09 1,1235 3,1345
2 65,27 1,9701 5,5826
4 118,08 3,4566 4,3044
6 176,33 5,2017 4,0198
8 234,48 6,9172 2,9732
10 289,72 8,7433 2,2273
12 333,74 10,2209 2,3367

Tabela 15: Liberagdo da formulagdo F26 Na*

Tempo (h) Oreal (ug/cm?) % cV (% )*
0,5 20,28 0,5983 7,2163
1 36,17 1,0669 3,9880
2 64,52 1,9033 4,6600
4 123,09 3,5488 4,3842
6 194,02 5,7236 5,9094
8 262,79 7,7524 6,0829
10 317,40 9,3632 3,6631
12 370,09 10,9177 4,7879
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Tabela 16: Liberacio da formulacdo F28 Na™

Tempo (h) Oreal (ug/cm®) % vV (% )*

0,5 25,32 0,5169 6,6594

1 40,14 0,8159 4,3828

2 78,87 1,5317 1,6864

4 151,57 3,1802 3,5990

6 239,30 4,8057 4,8970

8 319,82 6,5459 2,4204

10 395,72 8,2696 2,0612

12 475,17 9,8182 1,9150

Tabela 17: Liberacdo formulagdo F5 K™

Tempo (h) Oreal (ug/cm?) % cV (% )*

0,5 226,05 6,6684 4,3990

1 320,56 9,2439 6,9894

2 417,73 12,3231 4,2451

4 605,63 17,8661 1,6736

6 812,75 23,9761 3,4946

8 993,75 29,3157 1,9563

10 1132,16 33,3987 2,6375

12 1288,15 38,0003 1,5520
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Tabela 18: Liberacio da formulacio F12 K*

Tempo (h)

Oreal (ug/cm®)

%

*

CV (%)
0,5 20,82 0,6141 8,4670
1 35,09 1,0352 4,8430
2 63,43 1,8713 3,7816
4 114,30 3,297 2,8149
6 183,05 5,3998 2,4619
8 245,52 7,243 2,7072
10 308,72 9,1073 2,0511
12 358,83 10,5856 2,4561
Tabela 19: Liberagdo da formulagdo F26 K*
Tempo (h) Oreal (ug/cm?) % cV (% )*
0,5 26,67 0,7868 7,7689
1 48,73 1,4375 11,2514
2 85,42 2,52 7,5395
4 141,89 4,0875 3,9692
6 212,06 6,2558 2,4472
8 286,10 8,44 2,4934
10 349,56 10,3119 2,3234
12 409,42 12,0779 2,2733
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Tabela 20: Liberacio da formulacio F28 K*

Tempo (h) Oreal (ug/cm®) % CV (%)
0,5 16,99 0,5011 6,7612

1 29,30 0,8643 5,3562

2 55,98 1,6515 2,7429

4 103,39 2,9835 2,3770

6 150,28 4,4332 3,2171

8 201,95 5,9576 1,5249

10 253,29 7,4722 1,4949

12 303,86 8,7078 1,9971

*
Observa-se que 0 CV do teste de liberacéo esta dentro dos limites das especificagdes, ou seja, menores que 10%.

O interessante em se comparar o perfil de liberacio das formulagdes F5 Na* e
F5 K*, esta relacionado principalmente com o nivel da organizago estrutural desses sistemas.
A incorporacdo de ambos os farmacos possivelmente promoveu uma diminui¢cdo na ordem
dos arranjos, observados através das curvas de SAXS picos menos definidos em relacdo a
formulacdo isenta dos mesmos e também pela menor viscosidade aparente identificada nos
ensaios reoldgicos, estas caracteristicas provavelmente facilitou a difusdo das moléculas dos
farmacos entre os arranjos, promovendo uma maior liberacdo dos mesmos. No entanto, foi
possivel notar que houve uma diferenca significativa entre os perfis de liberacdo do DF Na* e
DF K" nestas formulagGes, caracterizada pelo p valor (p < 0,05). Este efeito deve estar
relacionado com a diferenca encontrada na solubilidade dos farmacos, pois 0s resultados
demostram que o DF Na" é trés vezes menos solvel em agua do que o DF K* e cerca de 10%
menos solivel no PPG-5-Ceteth-20, particularidades que provavelmente influenciaram o
mecanismo de difusdo, proporcionado ao DF K* uma maior mobilidade entre a interface
tensoativo - agua. Um dos poucos trabalhos que avalia a influéncia de tensoativos com
diferentes graus de hidrofilia na difusdo e permeacdo de substancias em sistemas liquido-
cristalinos foi realizado por Brinon et al., 1998, que avaliou o efeito dos diferentes arranjos na

difusdo e permeacdo de duas substancias fotoprotetoras, a Benzofenona-4 e o
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Metoxicinamato de 2-etil-hexila, que apresentam caracteristicas de solubilidade bem
diferentes, a primeira sendo hidrossolivel e a segunda lipossolavel. Os resultados
demostraram que o coeficiente de difusdo foi controlado principalmente pelo tipo de
tensoativo, ou seja, sistemas formados pelo tensoativo mais lipofilico favoreceram uma
difusdo mais répida do ativo lipofilico (Metoxicinamato de 2-etil-hexila), enquanto que
sistemas formados pelo tensoativo mais hidrofilico favoreceu uma maior difusdo do ativo
hidrofilico (Benzofenona-4). O que reforca a diferenca encontrada entre as liberacBes da
formulagdo F5 Na* e F5 K™ (Figura 59).

Ja as liberagcBes dos farmacos a partir das formulagbes em que houve uma
mudanca em relacdo a fase oleosa (Figura 60 e 61), ndo apresentou diferenca significativa,
representadas pelo valor de p > 0,05. Este efeito ocorreu devido os farmacos nao
apresentarem boa solubilidade nestes materiais graxos, ndo interferindo no processo de

difusdo, uma vez que os farmacos estdo localizados na interface tensoativo — gua.

As liberagbes dos farmacos nos arranjos hexagonais, também ndo apresentaram
diferenga significativa, representadas pelo o p valor maior que 0,05. No entanto, existe um
estudo realizado Yariv et al., 2010, que avaliou o mecanismo de difusdo e permeacdo “in
vitro” de sistemas liquido-cristalinos incorporados com trés derivados do diclofenaco (Na®,
K" e DEA™). O estudo avaliou a influéncia da caracteristica cosmotrépica do sal Na* com a
capacidade de melhor estruturar a 4gua ao seu redor, facilitando a liberagdo do DF Na* pelo
caminho aquoso. Ao contrario do sal K e DEA * (caotrépicos), os quais possuem a
capacidade de desestruturar a &gua ao seu redor, apresentando assim uma maior interacdo com
a parte polar do tensoativo, caracteristica que proporciona uma menor mobilidade as
moléculas do DF, tornado o processo global de liberacdo e consequentemente a permeacdo

)

“in vitro” mais sustentada. As diferencas encontradas no perfil de liberacdo do DF
relacionados com as caracteristicas cosmotropicos e caotropicos dos sais, s6 foram
perceptiveis em sistemas ricos em agua (fase cubica e, estrutura intermediaria entre a fase
cubica e lamelar) e praticamente indetectaveis em sistemas pobres em &gua (fase lamelar).
Este efeito também pode ser visualizado nesse trabalho, evidenciando a possivel influéncia do
efeito cosmotropico do sal Na* no arranjo hexagonal, o qual contém maior quantidade de agua
(50%) e um dominio hidrofilico mais estendido em relacéo a fase lamelar, favorecendo assim
uma difusdo mais rapida do DF Na*, ao contrario do DF K" que provavelmente teve uma

maior interacdo com o tensoativo (Figura 62). Os resultados demostram a influéncia de outras
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propriedades, além da solubilidade, relacionadas com as moléculas dos farmacos nos

processos de difusdo e liberacao atraves dos arranjos liquido-cristalinos.

As caracteristicas cosmotropicas e caotropicas dos sais seguem a série de
Hofmeister, esses sais possuem a capacidade de alterar a estrutura de agua, ou seja, de
modificar as ligagdes naturais da estrutura de &gua, sendo esse efeito similar ao aumento da
temperatura ou da pressdo (LI et al., 1998). Desta forma os sais alteram a formacéo natural
das ligacdes de hidrogénio e as moléculas de dgua se ordenam de forma diferente ao redor de
cada sal (STILINGER, 1980). Os sais capazes de organizar mais moléculas de agua ao seu
redor sdo chamados de cosmotrdpicos, Ja os sais caotropicos sdo aqueles que tém a fungéo de
diminuir a estrutura da agua ao seu redor. Segundo a escala de Hofmeister o sal Na* é

considerado cosmotrdpico e o sal K* caotropico (LI et al., 1998).

Figura 59 - Perfil de liberagdo das formulages F5 Na* e F5 K.*
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Figura 60 - Perfil de liberagdo das formulages F12 Na* e F12 K™,

Qreal DF Nat e DF K+ em uglem?
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Figura 61 - Perfil de liberagdo das formulages F26 Na* e F26 K™.
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Figura 62 - Perfil de liberagdo das formulages F28 Na* e F28 K™
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6  Conclusdes

Concluiu-se que através dos diagramas formados foi possivel obter sistemas
homogéneos com diferentes niveis de organizacdo estrutural. Nos diagramas D; e Dy
observou-se a formacdo de uma maior regido de estruturas transparentes e organizadas em
relagdo aos diagramas D; e D,, essa diferengca provavelmente ocorreu devido o Oleth 10
possuir uma maior capacidade em diminuir a tenséo interfacial entre a agua e fase oleosa. O
Acido Oleico em ambos os diagramas, possivelmente atuou como um co-tensoativo
cooperando na diminuicdo da tensdo interfacial, promovendo assim uma maior regido de

sistemas transparentes.

Através da caracterizacao fisico-quimica das formulages por microscopia de luz
polarizada foi possivel visualizar a formacdo de sistemas isotrépicos e anisotropicos, 0s quais
foram confirmados pelas curvas de SAXS que permitiu ndo sO6 a identificacdo das
nanoestruturas, mas também uma avaliacdo mais aprofundada sobre o nivel organizacional
dos arranjos liquido-cristalinos em que se varia a propor¢do de fase aquosa, ou seja, O
aumento de agua proporcionou uma ampliacdo na ordem estrutural dos sistemas, podendo ser
observado através do estreitamento dos picos, caracteristica reforcada através das medidas
reoldgicas, as quais também proporcionaram uma melhor definicdo sobre o comportamento

desses sistemas.

Os resultados demostraram a influéncia da composicdo e das caracteristicas
estruturais dos arranjos liquido-cristalinos nos perfis de difusdo e liberacdo “in vitro” do
DF Na" e DF K*, demostrando que o processo global de liberacdo foi controlado
principalmente pelo tipo de tensoativo, ou seja, sistemas formados pelo PPG-5-Ceteth-20
favoreceu uma difusdo mais rapida do DF K", caracteristica relacionada com o grau de
solubilidade do farmaco no tensoativo, proporcionando assim a sua molécula uma maior
mobilidade entre a interface tensoativo — dgua. As caracteristicas cosmotropicas e caotropicas
do sal de Na™ e do sal K*, revelaram a influéncia de outras propriedades, além da solubilidade,
relacionadas com as moléculas dos farmacos nos processos de difusdo e liberagdo através dos

arranjos liquido-cristalinos com maior concentragdo de agua.
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