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DS G2 (49), obtida sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min),
razao de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2
mg, aproximadamente.

Curvas DSC da NYS, do Polo 188, NYS MF (50) e NYS DS G2
(50), obtidas sob atmosfera dindmica de N2 (50 mL/min) e razéo
de aquecimento de 10°C/min.

Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, NYS MF (50) e NYS DS
G2 (50), obtidas sob atmosfera dinamica de Nz (100 mL/min),
razao de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2
mg, aproximadamente.

Curvas DSC da NYS, do Polo 188, da NYS MF (51), eda NYS DS
G2 (51), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e
razao de aquecimento de 10°C/min.

Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, da NYS MF (51), e da NYS
DS G2 (51), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min),
razao de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2
mg, aproximadamente.

Curvas DSC da NYS, do Polo 188, da NYS MF (52) e da NYS DS
G2 (52), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e
razao de aquecimento de 10°C/min

Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, da NYS MF (52) e da NYS
DS G2 (52), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min),
razao de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2
mg, aproximadamente.

Solubilidade da NYS MP, NYS DS (A), NYS MF (A), NYS DS G2
(47), NYS MF (47), NYS DS G2 (48), NYS MF (48), NYS DS G2
(49) e NYS MF (49) em diferentes meios (dgua; tampao acetato
pH 5,5; tampé&o fosfato pH 7,0), sob temperatura de 37°C, apos 72
h com uso da técnica de shake-flask. Os valores representam
meédia de 3 determinacdes.

Difratogramas de NYS MP, Polo 188, NYS MF (49) e NYS DS G2
(49).

Espectro de absor¢géo de infravermelho com transformada de
Fourier de NYS MP, Polo 188, NYS MF (49) e NYS DS G2 (49),
entre 4100 e 100 cm™*

Permeabilidade efetiva (*10° cm/s) de NYS MP, NYS DS G2 (49),
NYS MF (49), ranitidina e metoprolol, com uso dos pH 5,5e 7,0
no compartimento doador. Os resultados referem-se a média de 4
determinacdes.

Fotografia de uma porcéo, retirada com a espatula, dos géis base
de carbopol ® (na primeira fileira), de noveon ® (na segunda fileira)
e de carbopol ® e noveon ® (nas terceiras e quarta fileiras).
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Curvas de viscosidades de géis base de carbopol ® (C1, C2,C3 e
C4): (A) a 25 °C entre 0 e 1400 Pa.s; (B) 25 °C entre 0 a 500 Pa.s;
(C) 37 °C entre 0 e 8000 Pa.s; (D) 37 °C entre 0 e 500 Pa.s
Reogramas dos géis base de carbopol ® (C1, C2, C3 e C4): (A) a
25°C e (B) a 37 °C.

Curvas de viscosidades de géis base de noveon ® (N1, N2, N3 e
N4): (A) 25 °C entre 0 e 5000 Pa.s; (B) 25 °C entre 0 e 500 Pa.s;
(C) 37 °C entre 0 e 6000 Pa.s; (D) 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.
Reogramas dos géis base de noveon ® (N1, N2, N3 e N4): (A) a
25°C e (B)a37°C.

Curvas de viscosidades de géis base de carbopol ® e noveon ®
(CN1, CN2, CN3, CN4, CN5, CN6): (A) a 25 °C entre 0 e 3500
Pa.s; (B) a 25 °C entre 0 e 500 Pa.s; (C) a 37 °C entre 0 e 5000
Pa.s; (D) a 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.

Reogramas dos géis base de carbopol ® e noveon ® (CN1, CN2,
CN3, CN4, CN5 e CN6): (A) a 25°C e (B) a 37 °C.

Reogramas dos géis base de carbopol ® e noveon ® (CN1, CN2,
CN3, CN4, CN5 e CN6): (A) a25°C e (B) a 37 °C.

Curvas de viscosidades de geéis OO, A, B, C e D: (A) 25 °C entre
0 e 14000 Pa.s; (B) 25 °C entre 0 e 500 Pa.s. (C) 37°C entre O e
14000 Pa.s; (D) 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.

Reogramas dos géis base de géis OO, A,B,CeD: (A)a25°Ce
(B) a 37 °C.

Perfis de liberacdo de NYS a partir de géis mucoadesivos.
Cromatograma de uma solucdo de NYS MP a 0,05 mg/mL
(solvente fase mével), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150
mm, 5 pm. Pico principal em 7,33 min e area de 2 239 485
mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); volume de
injecdo: 20 pL).

Curva analitica obtida a partir das analises das solucdes de NYS
em diferentes concentracbes por CLAE com deteccao
espectrofotométrica em 305 nm, nas condi¢cdes descritas na
Tabela 13. Cada ponto representa a média de 3 determinacdes.
Cromatograma (A): de uma solucéo de NYS padréao a 0,10 mg/mL
(solvente fase movel), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150
mm, 5 pm. Pico principal em 6,79 min e area de 5 621 991
mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
metanol:dgua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de
injecdo: 20 pL). (B) Cromatograma de uma solugéo de NYS MP a
0,05 mg/mL (solvente fase médvel), com coluna C18 de fase
reversa, 4,6 x 150 mm, 5 pm. Pico principal em 7,33 min e area
de 2 239 485 mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
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metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de
inje¢ao: 20 pL).

Figura 65 Cromatogramas (A): de uma solugdo NYS MP a 0,75 mg/mL 177
(solvente fase moével), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150
mm, 5 um. Pico principal em 6,797 min e area de 5 621 991
mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
metanol:adgua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de
injecdo: 20 uL). (B): fase movel ), com coluna C18 de fase reversa,

46 x 150 mm, 5 pm (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de
injecao: 20 pL).

Figura 66 Curvas analiticas obtidas a partir das solu¢cdes de NYS padrao, 180
em concentragcbes entre 10,0 a 80,0 pg/mL, com uso de
espectrofotometria de absorcdo no UV (279 nm). Cada ponto
refere-se a média de 3 determinacdes. (A) Solvente: agua, (B)
Solvente: tampéao fosfato pH 7,0, (C) Solvente: tampéo acetato pH
5,5.
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Condicoes do ensaio por espectrofotometria para o
desenvolvimento do método analitico para quantificacdo de NYS
nas DS.
Parametros relativos as curvas analiticas do método analitico por
espectrofotometria de absor¢édo no UV, concentra¢gdes de 10,0 a
70,0 pg/mL.
Precisdo e exatiddo referentes ao método analitico por
espectrofotometria de absorcdo no UV para quantificagcdo de
NYS em agua; tampao fosfato pH 7,0; e tampéo acetato pH 5,5.
Cada valor corresponde a uma média de 3 determinagdes.
Precisdo intra-corrida e inter-ensaio e exatiddo intradia e
interdias referentes ao método analitico para quantificacdo de
NYS por CLAE com deteccdo por UV. Cada valor representa
uma média de trés determinacoes.
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LISTA DE ABREVIATURAS
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AIDS — Acquired immunodeficiency syndrome / Sindrome da imunodeficiéncia
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b — Coeficiente linear

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DMF — N,N-dimetilformamida

DMSO - Dimetilsufoxido

DP — Desvio padrao

DRX — Difracdo de raio-X

DS — Disperséo sélida

DSC - Calorimetria diferencial exploratéria

DTG — Termogravimetria derivada

FDA — Food Drug Administration

FTIR — Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
FURP — Fundacéao para o Remédio Popular

Gel C1 - gel base de carbopol ® a 0,5 %p/v

Gel C2 — gel base de carbopol ® a 1,0 %p/v

Gel C3 — gel base de carbopol ® a 1,5 %p/v

Gel C4 — gel base de carbopol ® a 2,0 %p/v

Gel CN1 - gel base de carbopol ® 0,25 %p/v e noveon ® 0,25 %p/v
Gel CN2 - gel base de carbopol ® 0,50 %p/v e noveon ® 0,50 %p/v
Gel CN3 - gel base de carbopol ® 0,25 %p/v e noveon ® 0,50 %p/v
Gel CN4 — gel base de carbopol ® 0,50 %p/v e noveon ® 0,25 %p/v
Gel CN5 — gel base de carbopol ® 0,25 %p/v e noveon ® 0,75 %p/v
Gel CN6 — gel base de carbopol ® 0,75 %p/v e noveon ® 0,25 %p/v
Gel N1 — gel base de noveon ® a 0,5 %p/v

Gel N2 — gel base de noveon ® a 1,0 %p/v

Gel N3 — gel base de noveon ® a 1,5 %p/v

Gel N4 — gel base de noveon ® a 2,0 %p/v

Gel O — gel de NYS MP e carbopol ® a 0,5 %p/p
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Gel B — gel de NYS DS G2 (49) e carbopol ® a 1,0 %p/p

Gel C — gel de NYS DS G2 (49) e carbopol ® a 1,5 %p/p
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ISP — International Speciality Product
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MF — Mistura fisica

NYS — Nistatina

NYS DS — Disperséo (6es) solida (s) de nistatina

NYS DS G1 - Dispersao (6es) solida (s) de nistatina do Grupo 1

NYS DS G2 - Dispersao (6es) sélida (s) de nistatina do Grupo 2

NYS DS G1 (2) — Formulagéo de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 2
NYS DS G1 (3) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n° 3
NYS DS G1 (4) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n° 4
NYS DS G1 (6) — Formulacdo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n° 6
NYS DS G1 (7) — Formulacéo de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 7
NYS DS G1 (14) — Formulacdo de disperséao sélida de nistatina do Grupo 1, n° 14
NYS DS G1 (15) — Formulacéo de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 15
NYS DS G1 (16) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n° 16
NYS DS G1 (17) — Formulacdo de dispersao soélida de nistatina do Grupo 1, n° 17
NYS DS G1 (18) — Formulacédo de disperséao soélida de nistatina do Grupo 1, n° 18
NYS DS G1 (19) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n° 19
NYS DS G1 (20) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n° 20
NYS DS G1 (21) — Formulacdo de disperséao soélida de nistatina do Grupo 1, n° 21
NYS DS G1 (22) — Formulagao de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n°® 22
NYS DS G2 (45) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 2, n° 45
NYS DS G2 (46) — Formulacéo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 2, n° 46
NYS DS G2 (47) — Formulagao de disperséo solida de nistatina do Grupo 2, n°® 47
NYS DS G2 (48) — Formulagao de disperséo solida de nistatina do Grupo 2, n° 48
NYS DS G2 (49) — Formulacdo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 2, n° 49
NYS DS G2 (50) — Formulacéo de disperséo solida de nistatina do Grupo 2, n° 50
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NYS DS G2 (51) — Formulacédo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 2, n° 51
NYS DS G2 (52) — Formulacdo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 2, n° 52
NYS DS (A) — Formulacédo de dispersao solida de nistatina obtida por liofilizacao
NYS MF — Mistura fisica de nistatina com um determinado carreador

NYS MF (4) — Mistura fisica de nistatina com lactose, na proporcao 1:25

NYS MF (6) — Mistura fisica de nistatina com HPMC, na propor¢éo 1:25

NYS MF (7) — Mistura fisica de nistatina com methocel, na proporcédo 1:25

NYS MF (14) — Mistura fisica de nistatina com methocel, na proporcéo 1:10

NYS MF (45) ou (A) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporgéo 1:1
NYS MF (46) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporgéo 1:2

NYS MF (47) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporcao 1:3

NYS MF (48) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporcéo 1:4

NYS MF (49) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na propor¢éo 1:1

NYS MF (50) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na propor¢éo 1:2

NYS MF (51) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na proporcao 1:3

NYS MF (52) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na proporcéo 1:4

NYS MP — Nistatina matéria-prima

PAMPA — Permeabilidade em membrana artificial paralela

pH — Potencial de hidrogénio

pKa — logaritmo negativo da constante de dissociacao

PLA - Plasdone ®

Polo 188 — Poloxamer P 188

Polo 407 — Poloxamer P 407

PVDF — fluoreto de polivinildeno

PVPK 29-32 — Polivinilpirrolidona K 29-32

g.s.p. — Quantidade suficiente para

R? — Coeficiente de correlacédo

TG — Termogravimetria

U.S. — United States Pharmacopea

UV — Detector ultravioleta
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RESUMO

AGUIAR, Michelle Maria Gongalves Bardo de. Obtencdo de Gel Mucoadesivo de
Nistatina para o Tratamento da Candidiase Oral. Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Dispersfes Solidas de Nistatina. 2015. 230p. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2015.

A nistatina (NYS) € o farmaco de primeira escolha no tratamento da candidiase oral,
que frequentemente acomete mais os individuos imunocomprometidos e pacientes
com outras desordens (diabetes ndo tratada, neoplasias, imunodeficiéncias). No
mercado brasileiro, a NYS é encontrada na forma de suspenséo oral aguosa, onde o
procedimento para sua administracao consiste em bochechar o medicamento. Apesar
de haver a indicagdo de que se mantenha o contato direto entre farmaco e a mucosa
oral, na qual se encontra a Candida spp., 0 que aumentaria expressivamente 0
sucesso terapéutico, a suspensao nao apresenta tal propriedade. Assim, a NYS que
é farmaco com acédo efetiva contra a candidiase oral, € considerada pertencente a
Classe IV do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, ou seja, apresenta baixa
solubilidade e baixa permeabilidade. A baixa solubilidade pode comprometer sua
disponibilidade na cavidade oral, e consequentemente, sua acdo farmacoldogica.
Diante desse quadro, o objetivo do presente trabalho foi 0 desenvolvimento de
dispersbes solidas de NYS para o tratamento da candidiase oral, e sua posterior
incorporacdo em gel mucoadesivo oral, favorecendo a formulacdo no local de acao.
As dispersfes solidas sédo sistemas farmacéuticos, onde um farmaco pouco soluvel
em agua encontra-se dispersado em um carreador, no estado sélido. Os carreadores
normalmente séo hidrofilicos, o que permite que esses sistemas sejam empregados
para aumentar a solubilidade aquosa do farmaco. Assim, foram desenvolvidas as
dispersdes sdlidas de NYS, pelo método de eliminacdo do solvente, empregando
como carreadores, lactose, HPMC, poloxamer 407 e poloxamer 188. Essas foram
submetidas a caracterizacao por andlise térmica, usando os ensaios de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria/termogravimetria derivada
(TG/DTG). Dentre essas dispersdes sélidas, aquelas que se mostraram com
comportamento térmico sugerindo a formagdo de um novo “sistema”, foram
analisadas por meio de ensaio de solubilidade. Dessa forma, a formulacdo NYS DS
G2 (49) se destacou, pois apresentou maior solubilidade em agua (4,484 mg/mL); em
pH 5,5 (4,249 mg/mL) e em pH 7,0 (4,293 mg/mL), ou seja, houve um aumento de
1,426 vezes em agua; 4,227 vezes em pH 5,5; e 2,743 vezes em pH 7,0. Essa
formulacdo foi, por fim avaliada por difracdo de raio-X e espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, técnicas que corroboraram com a analise
térmica quanto a indicagdo de formacdo da dispersdo solida. Por sua vez, essa
disperséo sélida foi incorporada em 4 bases de géis mucoadesivos de carbopol ® 934
PNF, alterando apenas a concentracdo do polimero (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 %p/p). Foi
observado que a liberagcdo de NYS DS G2 (49) foi superior, quando comparada a
liberacdo de NYS MP a partir do gel, e através do ensaio de mucoadeséo, percebeu-
se que os geis desenvolvidos apresentaram propriedades mucoadesivas compativeis
com relatos na literatura, independentemente da quantidade de carbopol ©
empregada. As caracteristicas reologicas foram distintas, e foi observado que as
formulagbes Gel A e Gel B, que possuem menor quantidade de polimero, tiverem um
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indicativo de comportamento de fluido newtoniano, diferente dos demais, o que pode
ndo ser desejado para esse tipo de forma farmacéutica topica e semi-solida. Ao final
desse trabalho, pode-se concluir que foi possivel desenvolver um sistema
farmacéutico na forma de dispersdo soélida com maior solubilidade que a NYS pura, e
sua incorporacdo em uma forma farmacéutica mucoadesiva, e que a liberacdo da NYS
na forma DS foi muito superior que o farmaco na forma “convencional”, o que permite
qgue a NYS esteja mais disponivel na cavidade oral, e também junto a mucosa bucal,
0 que levaria a efeito farmacolégico mais efetivo do antifingico.

Palavras-chave: nistatina, dispersdo solida, gel mucoadesivo, candidiase oral,
solubilidade, liberacdo de farmacos.
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ABSTRACT

AGUIAR, Michelle Maria Goncalves Bardo de. Obtencdo de Gel Mucoadesivo de
Nistatina para o Tratamento da Candidiase Oral. Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Dispersdes Solidas de Nistatina. 2015. 230p. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2015.

Nystatin (NYS) is the drug of first choice in the treatment of oral candidiasis that most
often affect immunocompromised individuals, and patients with other disorders. In the
Brazilian market, NYS is found in the form of aqueous oral suspension, a medication
used in the form of mouthwash. Although there is an indication to maintain direct
contact between the drug and the oral mucosa, where Candida spp. is found, as well
as where therapeutic success would significantly be increased, the suspension has no
such property. Thus, the NYS is an effective drug against oral candidiasis, and belongs
to Class IV of the Biopharmaceutical Classification System, it has low solubility and
low permeability. The low solubility can compromise its availability in the oral cavity,
and consequently, its pharmacological action. Given this situation, the objective of this
work was the development of solid dispersions of NYS for the treatment of oral
candidiasis, and its subsequent incorporation into oral mucoadhesive gel, in order to
facilitate its action. Solid dispersions are pharmaceutical systems, in which a solid drug
poorly soluble in water is dispersed in a carrier. These carriers are usually hydrophilic,
and this allows the systems to be employed in order to increase the aqueous solubility
of the drug. Thus, the solid NYS dispersions were developed by the solvent
evaporation method, employing lactose, HPMC, poloxamer 407 and poloxamer 188 as
carrier. These samples were subjected to characterization by thermal analysis, using
differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetry / derivative
thermogravimetry (TG / DTG). Among these solid dispersions, those samples which
showed a specific thermal behavior suggesting the formation of new "system" were
analyzed by solubility test. Thus, the NYS DS G2 formulation (49) stood out, once it
showed greater solubility in water (4.484 mg/mL); at pH 5.5 (4.249 mg/mL) and pH 7.0
(4.293 mg/mL), in other words, an increase of 1,426 times in water; 4,227 times at pH
5.5; and 2,743 times at pH 7.0. This formulation was finally evaluated by X-ray
diffraction, infrared spectroscopy with Fourier transform, techniques that corroborate
the thermal analysis, indicating the formation of the solid dispersion. On the other hand,
this solid dispersion was incorporated into 4 Carbopol ® 934 PNF mucoadhesive gels,
with a variation of the polymer concentration. It was observed that NYS is improved of
delivery from the gels, employing mucoadhesion test, and was also observed that the
gels have mucoadhesive properties consistent with reports in the literature. However,
the rheological characteristics are different, and it was observed that the Gel A and Gel
B formulations, which has a lower amount of polymer behaved as a Newtonian fluid,
which may not be desired for this type of topical gel. As conclusion, it was possible to
develop a pharmaceutical system in the form of solid dispersion with greater solubility
than the pure NYS, and their incorporation in a mucoadhesive dosage form and the
release of NYS as DS was far superior wherein the drug in the "conventional” manner,
which allows the NYS is longer available in the oral cavity, and also adjacent to the
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buccal mucosa, leading to more effective pharmacological effect of the antifungal

agent.
Keywords: nystatin, solid dispersion, mucoadhesive gel, oral candidiasis, solubility,

drug delivery.
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A candidiase oral é uma infec¢@o oportunista e normalmente esté relacionada
aos fatores predisponentes, como doencas sistémicas (que comprometem as defesas
imunologicas), ambiente local da cavidade oral, uso de medicamentos, em grupos de
pacientes (neonatos e idosos) e em casos de desnutricdo (COLOMBO et al., 2013;
NETO, DANESI, UNFER, 2005; GIANNINI, SHETTY, 2011). Ndo € uma patologia
grave, porém se nao tratada, pode evoluir para um quadro de candidemia, podendo
ser fatal (NETO, DANESI, UNFER, 2005).

Tradicionalmente, a nistatina (NYS) € disponibilizada para o tratamento da
candidiase oral na forma de suspenséo oral aquosa. Esta suspenséo contém a dose
de 100.000 Ul/mL, que deve ser administrada 3 a 4 vezes ao dia, sendo que o paciente
deve bochechar o medicamento por alguns minutos e em seguida degluti-lo (GILMAN,
HARDMAN, LIMBIRD, 2003). Devido ao sabor extremamente desagradavel da NYS,
0 paciente pode expelir o medicamento, caso ndo seja devidamente instruido para
nao fazé-lo, comprometendo o tratamento (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003).

A NYS é praticamente insollvel em agua, sendo classificada na Classe IV do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, ou seja, apresenta baixa solubilidade e
baixa permeabilidade. Em funcdo de sua baixa solubilidade aquosa, a NYS oferece
dificuldades no preparo de medicamentos, como suspensdo, jaA que essa forma
farmacéutica pode apresentar certa instabilidade, levando a formacédo de precipitado
nao redispersivel. Além disso, a NYS pode estar menos disponivel para exercer sua
acdo, sobretudo no tratamento da candidiase oral (LINDENBERG, KOPP,
DRESSMAN, 2004; SAKEER et al., 2010).

Também é conhecido que o agente causador da candidiase oral, Candida spp.,
coloniza a mucosa oral, formando um biofilme e altera sua morfologia para uma mais
invasiva (hifas). Nesse contexto, o tratamento torna-se mais eficaz quando ocorre um
contato mais intimo entre a NYS e a mucosa oral (CATE et al., 2010).

Assim, com objetivo de melhorar a solubilidade aquosa da NYS, e de outros
farmacos, tem sido empregado o desenvolvimento de dispersfes solidas. Estes sao
sistemas farmacéuticos, onde um farmaco pouco solivel em &gua encontra-se
disperso em um carreador ou matriz (inerte), no estado sélido. Ao considerar os
aspectos supracitados relacionados a NYS, este trabalho teve como objetivo inicial a
obtencdo de dispersdes solidas de NYS, buscando o aumento de sua solubilidade

aguosa, para posterior incorporagcéo em gel mucoadesivo oral, de forma a permitir um
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contato mais intimo entre o farmaco e a mucosa oral, elevando a eficacia da NYS no
tratamento da candidiase oral (CARVALHO, 2010; NEVILLE et al. 2009;
VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2010).

Todavia, ha poucos trabalhos cientificos que trazem a NYS na forma de
dispersdes solidas. De fato, foi encontrado o trabalho de Sakeer e colaboradores
(2010), no qual os autores desenvolveram uma formulacdo contendo o antifingico
com lactose monohidratada, na proporcédo 1:3, obtida pelo método de eliminacéo do
solvente usando evaporador rotativo. Esta foi incorporada a comprimidos
mucoadesivos.

E valido ressaltar que a falta de trabalhos contendo o desenvolvimento de
dispersdes solidas de NYS, sua caracterizacdo e seu desempenho frente ao ensaio
de solubilidade, faz com que o presente trabalho possa contribuir com a literatura
cientifica e assim, auxiliar no desenvolvimento de formas farmacéuticas mais eficazes
para o tratamento da candidiase oral. Por fim, a forma farmacéutica de gel
mucoadesivo apresenta grande importancia, pois permite que a NYS nele contida
permaneca junto a mucosa oral, onde € encontrado o agente causador da candidiase

oral.
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi a obtencdo de dispersfes solidas de
NYS e sua posterior incorporacdo em gel mucoadesivo oral, destinado ao tratamento

da candidiase oral.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e caracterizar as dispersfes solidas de NYS, para sua posterior
incorporacao em gel mucoadesivo oral,

e Avaliar a solubilidade das dispersdes sélidas de NYS;

e Avaliar e eleger o polimero mucoadesivo de uso oral e estabelecer sua
concentracdo para o desenvolvimento do gel, considerando suas propriedades
reolégicas;

e Desenvolver e caracterizar o gel mucoadesivo, contendo as dispersdes sélidas de
NYS;

e Avaliar a liberacdo da NYS na forma de dispersdo sodlida, contida no gel

mucoadesivo oral.
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3.1 Candidiase Oral

As candidiases sao infec¢des fungicas causadas pelo género Candida, também
podendo ser conhecidas como candidoses. J4 o termo moniliase é mais antigo e
considerado impréprio, pois se refere a denominacdo arcaica Monilia albicans
(GIANNINI, SHETTY, 2011; NEVILLE et al., 2009). Seu espectro é bem extenso,
desde a colonizacdo de mucosas a quadros sistémicos invasivos (GIANNINI,
SHETTY, 2011). Em individuos saudaveis, o género Candida é encontrado na
cavidade oral, pertencente a microbiota bucal. A infeccdo por Candida spp. apenas
surge quando ocorre uma oportunidade, sendo assim conhecidas como infec¢des
oportunistas (RAUTEMAA, RAMAGE, 2011). No Quadro 1, estdo demonstradas as
varias formas clinicas de candidiases.

Dentre as diversas formas de candidiases, encontra-se a candidiase oral, a
infeccdo bucal fungica mais comum no trato orofaringeo, que se manifesta quando
relacionada a fatores predisponentes. Em geral, ocorrem mecanismos de defesa
especificos e ndo-especificos, presentes na saliva e na mucosa oral, além da
presenca da propria microbiota oral competitiva, formada por outros microrganismos
gue restringem o crescimento da Candida spp. (NEVILLE et al., 2009; RAUTEMAA,
RAMAGE, 2011). Diversos séo os fatores que podem causar candidiase oral e essa
patologia esta intimamente ligada a outras desordens ou quadros que sao
considerados fatores de risco para o seu surgimento (RAUTEMAA, RAMAGE, 2011,
STOOPLER, SOLLECITO, 2014), retratados no Quadro 2.

Portanto, a candidiase oral pode ser um indicativo de problemas que afetam os
mecanismos de defesa, seja local ou sistémico, alteracdo da microbiota oral ou, ainda,
uma higiene oral negligenciada (NEVILLE et al., 2009; RAUTEMAA, RAMAGE, 2011).

Para causar a infeccdo, as espécies de Candida possuem uma habilidade
excepcional para aderir a superficies, tais como mucosa, dentes, obturacdes
dentarias, proteses dentarias, implantes ortodonticos, piercing de linguas e mesmo
tubos endotraqueais presentes na cavidade oral que nao s&do devidamente
higienizados e ndo foram trocados (RAUTEMAA, RAMAGE, 2011; STOOPLER,
SOLLECITO, 2014).
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A candidiase oral ndo é uma doenca letal, porém, se ndo for devidamente
tratada, podendo evoluir para quadros clinicos cronicos, invadir outros tecidos e até
mesmo causar uma infeccao sistémica (CAMPOS et al., 2012).

Dentre as espécies, Candida albicans é a principal causadora de candidiase
oral. Outras espécies também podem ser patogénicas, como C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, C. pseudotropicallis, C. guillermondi e C. tropicalis. Todavia,
todas as espécies de Candida podem causar uma mucosite similar a essa infec¢édo
(CATE et al., 2009; NETO, DANESI, UNFER, 2005; RAUTEMAA, RAMAGE, 2011;
STOOPLER, SOLLECITO, 2014). Para que o microrganismo provoque a infeccéo,
alguns fatores de viruléncia lhe s&o atribuidos, como a adesdo a superficies do
hospedeiro, uma transformacéo morfolégica, para formas mais invasivas (hifas) e uma
producdo de enzimas no meio extracelular sdo propriedades fundamentais para a
formacdo do biofilme, por parte desses fungos (RAUTEMAA, RAMAGE, 2011,
STOOPLER, SOLLECITO, 2014).
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Formas Clinicas de Candidiases

Sitios / Tecidos

Comentarios

Candidiase oral

Cavidade oral, mucosa oral

Candidiase superficial que afeta pacientes com alteracdes
locais e sistémicas

Candidiase esofagiana

Mucosa esofagiana

Considerada um tipo semi-invasivo de candidiase

Candidiase vulvovaginal

Vulva e vagina

Alta incidéncia em mulheres durante no periodo fértil

Candidiase urinaria

Trato urinario

Frequente candidaria, porém nem sempre seguida de
sintomas

Candidiase peritoneal relacionada a
dialise

Regido peritoneal

Relacionada a dialise peritoneal

Candidiase peritoneal pos-
operatdria

Regido peritoneal

Ocorre com frequéncia em pacientes hospitalizados, e
relacionada com casos de peritonite secundaria ou
terciaria

Candidiase do trato respiratério

Trato respiratorio

Manifestacdo clinica pouco frequente e pouco
documentada, com maior incidéncia em pacientes
neutropénicos com malignancia hematolégica ou

submetido a transplante de pulméo

Candidiase hematogénica /
Candidemia

Sangue

Amplo espectro de episodios, incluindo casos isolados de
Candida spp. ou em conjunto com outros fungos na
corrente sanguinea que se espalha em mais 6rgaos

Quadro 1 — Formas clinicas de candidiases (adaptado de COLOMBO et al., 2013).
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Mecanismos locais de defesa

prejudicados

Baixa producao de saliva / xerostomia

Tabagismo

Doencas da mucosa oral

Uso tdpico de corticoides

Radioterapia

Mecanismos sistémicos de defesa

prejudicados

Diabetes mal controlada

Imunodeficiéncias

Uso de imunossupressores

Desnutricdo

Neoplasias

Sarcoidose

Cirrose

Sindrome de Sjogren

Hipoparatiroidismo

Hipoadrenalismo

Alteracdo na microbiota oral

Uso de antibioticos de largo espectro

Uso de enxaguatoérios bucais de alto

espectro e com acéo bacteriana

Alto consumo de alcool

Refluxo, baixo pH

Dieta rica em carboidratos

Proteses dentarias

Biofilmes mistos sobre superficies ndo

Higiene oral renovaveis
Higiene oral negligenciada
Criancas (devido a imaturidade do
sistema imune)

Grupos Prematuros neonatos

Lactantes

Idosos

10

Quadro 2 — Fatores predisponentes para a candidiase oral (COLOMBO et al., 2013;
GIANNINI, SHETTY, 2011; LOPEZ-MARTINEZ, 2010; MARX, STERN, 2003; NETO,
DANESI, UNFER, 2005; RAUTEMAA, RAMAGE, 2011; STOOPLER, SOLLECITO,

2014).
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3.1.1 Formas Clinicas da Candidiase Oral

A candidiase oral pode se apresentar em diversos quadros clinicos e essas
manifestacdes podem diferenciar em sua gravidade, podendo ser agudas ou crénicas,
o que dificulta seu diagnéstico. Dentre elas, podem ser citadas a candidiase
pseudomembranosa, a candidiase eritematosa atréfica, a candidiase hiperplastica
cronica, a quelite angular, a atrofia papilar central, entre outras (NETO, DANESI,
UNFER, 2005; NEVILEE et al., 2009; STOOPLER, SOLLECITO, 2014).

Os pacientes com candidiase oral podem ser assintomaticos ou manifestar
varios sintomas, a depender da sua forma clinica (destacadas no Quadro 3). Em geral,
sdo relatadas as sensacdes de queimacao, presenca de gosto metalico, dor e disfagia
(NEVILLE et al., 2009; NETO, DANESI, UNFER, 2005).
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Manifestacado Clinica Apresentacao Sintomatologia Localizacao Observacoes

Pseudomembranosa Placas brancas, | Sensacgéo de | Palato, lingua e mucosa | Relacionada a terapia com
cremosas, e | queimacao jugal antibioticos e
destacéveis Imunossupressao

Eritematosa Manchas vermelhas | Sensacao de | Mucosa jugal, lingua e | Relacionada a terapia com

gueimacao palato duro (regido | antibidticos, xerostomia e
posterior) imunossupressao

Atrofia papilar central Regides vermelhas e | Assintoméatica Dorso da lingua (linha | Relacionada a
atroficas na mucosa medida na regido | imunossupressao

posterior)

Multifocal crénica Regides vermelhas | Sensacao de | Palato (regido posterior), | Relacionada a
com placas brancas | queimacao ou |dorso da lingua e |imunossupressao
destacaveis assintomatica comissura labial

Quelite angular Lesbes fissuradas | Sensacédo de ferida | Comissura labial Relacionada a
avermelhadas local imunossupressao

Estomatite protética | Regifes vermelhas Assintomatica Limitada a regido do | PrOtese positiva para

(candidiase atréfica palato que suporta a | cultura, porem a mucosa

cronica) prétese nao apresenta

Hiperplastica (leucoplasia | Placas brancas n&o | Assintomatica Mucosa jugal Relacionada a

por Candida) destacaveis iImunossupressao

Mucocutanea Placas brancas e | Assintomatica Mucosa jugal, palato e | Rara, hereditaria
areas vermelhas lingua

Sindromes enddcrina- | Placas brancas | Assintoméatica Mucosa jugal, palato e | Rara, relacionada a

candidiase (maioria nao lingua distUrbio enddécrino
destacaveis)

Quadro 3 — Manifestacdes clinicas da candidiase oral (adaptado de NEVILLE et al., 2009).
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3.1.1.1 Candidiase Pseudomembranosa

A forma de candidiase oral pseudomembranosa € reconhecida popularmente
como “sapinho” e geralmente, se apresenta na forma de placas amarelas ou brancas
aderentes a mucosa oral, com base inflamatoéria. As placas sao facilmente removiveis
pela raspagem com abaixador de lingua ou compressa de gaze e se caracterizam por
um conjunto de desordenado de hifas, leveduras, células epiteliais e fragmentos de
tecido necrdético, distribuidas na mucosa jugal (regido das bochechas), palato, dorso
da lingua, as gengivas e o assoalho bucal (FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE,
2000; GIANNINI, SHETTY, 2011; NETO, DANESI, UNFER, 2005; NEVILLE et al.,
2009; STOOPLER, SOLLECITO, 2014). Ap6s a remocéao das placas, a regido € uma
superficie eritematosa, ulcerada e sensivel (NETO, DANESI, UNFER, 2005).

A forma pseudomembranosa pode se manifestar em pacientes que fazem uso
de antibiéticos de amplo espectro, o que leva a diminuicéo das bactérias competidoras
presentes na cavidade oral. Também pode acometer pacientes imunossuprimidos,
seja por doencas, como nos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
leucemias ou por uso de medicamentos imunossupressores (FARAH, ASHMAN,
CHALLACOMBE, 2000; GIANNINI, SHETTY, 2011; LOPEZ-MARTINEZ, 2010;
NEVILLE et al., 2009; STOOPLER, SOLLECITO, 2014). Ja as criancas pequenas de
até 2 anos podem ser afetadas, devido a seu sistema imune pouco desenvolvido
(FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE, 2000; GIANNINI, SHETTY, 2011; NETO,
DANESI, UNFER, 2005; NEVILLE et al., 2009).

Como sintomas, podem ser citados: sensacdo de queimacao e ardéncia,
prurido, alteracdo do paladar, descrito como amargo ou salgado e até disfagia
(dificuldade de deglutir) (GIANNINI, SHETTY, 2011; NETO, DANESI, UNFER, 2005;
NEVILLE et al., 2005; STOOPLER, SOLLECITO, 2014).

3.1.1.2 Candidiase Eritematosa

Essa forma esta relacionada ao uso de medicamentos (corticOides e
antibioticos de amplo espectro), uso prolongado de proteses removiveis e xerostomia
(FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE, 2000; GIANNINI, SHETTY, 2011; NEVILLE et
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al., 2009; STOOPLER, SOLLECITO, 2014). Aparece comumente como manchas
vermelhas e com auséncia de placas brancas, afetando o dorso da lingua, palato ou
qualquer parte superficial da mucosa oral (FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE, 2000;
GIANNINI, SHETTY, 2011; STOOPLER, SOLLECITO, 2014).

A candidiase eritematosa é a candidiase oral mais comum, no entanto, em
muitos casos € clinicamente negligenciada. Ela pode ser encontrada em varias formas
diferentes, a depender da causa ou do local (GIANNINI, SHETTY, 2011; NEVILLE et
al., 2009). Segundo Gianni e Shetty (2011), a candidiase eritematosa € categorizada
como alguns subtipos, como atréfica aguda, atréfica crbnica, quelite angular, glossite
rombodide mediana (também conhecida como atrofia papilar central) e multifocal
cronica.

A atrofia papilar central € clinicamente apresentada com uma regiao
eritematosa bem delimitada, na linha média da regido posterior do dorso lingual, que
se deve a perda das papilas filiformes. E apresentada na forma de uma mancha
vermelha ou vermelha-esbranquicada e ser plana ou elevada (FARAH, ASHMAN,
CHALLACOMBE, 2000; GIANNINI, SHETTY, 2011; LEITE et al., 2002; NEVILLE et
al., 2009). Alguns portadores também podem apresentar a infecgcdo em outras partes
da cavidade oral e, assim, esse tipo de candidiase é chamada de multifocal cronica.
Nesse caso, além do dorso da lingua, podem surgir na juncao entre o palato duro e o
palato mole e as comissuras labiais (FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE, 2000;
GIANNINI, SHETTY, 2011; NEVILLE et al., 2009). A lesdo nas comissuras labiais,
reconhecida como quelite angular, é caracterizada por eritema, dor, fissuras e
descamacdo, que pode estar associada a candidiase multifocal crénica ou surgir
isoladamente. Nesses casos de quelite, a saliva costuma a acumular nas comissuras,
0 que leva a uma regidao umida que favorece o crescimento flingico. Isso ocorre em
pacientes que tém diminuicdo da dimenséo vertical de ocluséo e sulcos acentuados,
gue também fazem uso de proteses dentarias (GIANNINI, SHETTY, 2011; NEVILLE
et al., 2009). Em condi¢Bes incomuns, habitos como lamber os Iabios ou chupar os
dedos podem criar um padrdo de umedecimento da pele perioral, provocando a
queilocandidiase (NEVILLE et al., 2009).

Ja a candidiase atréfica aguda, também conhecida como “boca ferida por
antibiéticos”, claramente é causada por uso de antibiéticos e em casos de diabetes

ndo controlada. Sua apresentacdo clinica ocorre na forma de eritema, envolvendo
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atrofia das papilas do dorso da lingua. Os pacientes queixam-se de sensacdo de
queimacdo na boca, devido a perda difusa das papilas filiformes da regido dorsal da
lingua. Também séao relatados prurido, xerostomia e alteracado de sabor (GIANNINI,
SHETTY, 2011; NEVILLE et al., 2009; STOOPLER, SOLLECITO, 2014).

Por fim a candidiase atrofica crénica € comumente designada como estomatite
protética e relaciona-se ao uso prolongado de proteses removiveis ou nos casos que
estdo mal encaixadas ou de desenho inadequado. Normalmente, os pacientes sao
assintomaticos e clinicamente apresentam eritema e petéquias hemorragicas. Esse
quadro clinico ocorre no palato préximo a prétese, onde o fluxo salivar é restrito
(GIANNINI, SHETTY, 2011; NEVILLE et al., 2009).

3.1.1.3 Candidiase Hiperplasica

A candidiase hiperplasica é conhecida como candidiase crbnica hiperplasica
ou leucoplasia por Candida e apresenta-se como placas brancas ou vermelhas néo
removiveis, com lesdes elevadas que variam em peguenas, nodulares e palpaveis
(FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE, 2000; GIANNINI, SHETTY, 2011; NETO,
DANESI, UNFER, 2005; NEVILLE et al., 2009). A localizacao frequente é na superficie
do dorso da lingua, palato e na mucosa jugal (FARAH, ASHMAN, CHALLACOMBE,
2000; NEVILLE et al., 2009). Esse € o tipo mais raro de candidiase oral (NEVILLE et
al., 2009).

3.1.1.4 Candidiase Mucocutanea

A candidiase mucocutanea € uma forma crénica, persistente e é considerada a
forma mais grave da doenca. Nesse quadro, é vista uma distribuicdo sistémica e o
grau mais extenso de comprometimento do sistema imune do hospedeiro (GIANNINI,
SHETTY, 2011; MARX, STERN, 2003). Ela inicialmente se apresenta na forma
pseudomembranosa ou hiperplasica mas, em seguida, envolve a pele, mucosa
esofagiana e unhas (MARX, STERN, 2003; NETO, DANESI, UNFER, 2005; NEVILLE
et al., 2009). Também esta associada a varias endocrinopatias, como a sindrome de

Addison, hipotireoidismo, hipoparatiroisdismo e diabetes mellitus (GIANNINI,
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SHETTY, 2011; NEVILLE et al., 2009). Frequentemente, o distarbio endécrino ocorre
meses ou anos apos a infeccao por Candida spp. (GIANNINI, SHETTY, 2011).

Em alguns pacientes com essa manifestacdo, a candidiase tem sido
relacionada a mutacdes no gene regulador da autoimunidade, com a formacao de
anticorpos contra tecidos do proprio hospedeiro. Normalmente, o distarbio
imunoldgico fica evidente no inicio da vida dos pacientes, que apresentam candidiase
oral, nas unhas, na pele e em outras mucosas (GIANNINI, SHETTY, 2011; MARX,
STERN, 2003; NEVILLE et al., 2009). Os pacientes ainda podem desenvolver as
anormalidades enddcrinas, tais como a sindrome enddcrina-candidiase e a sindrome
da distrofia poliendocrinopatia-candidiase autoimune (APECED) (GIANNINI,
SHETTY, 2011; NEVILLE et al., 2009).

3.1.2 O Género Candida

Dos fungos de interesse médico, o género Candida é o que possui maior
importancia, devido a sua alta frequéncia de colonizacdo e infectar o hospedeiro
humano (CATE et al., 2009; COLOMBO et al., 2013). A prevaléncia oral desse fungo
é variavel mas, segundo Colombo e colaboradores (2013), encontra-se entre 20 e
40 % no trato gastrointestinal de adultos saudaveis e aproximadamente de 20 a 30%
das mulheres tem colonizacdo por Candida spp. no trato vaginal. J& em pacientes
imunocomprometidos, o género pode chegar a 60% dos casos (STOOPLER,
SOLLECITO, 2014). Esses microrganismos sao considerados comensais e se tornam
patogénicos quando ocorrem mudancgas no mecanismo de defesa do hospedeiro,
quando barreiras anatdmicas secundarias sdo comprometidas ou processos medicos
invasivos sao feitos. Dai o interesse clinico pela infec¢cdo por Candida spp., mais
especificamente a candidiase oral, devido ao numero significante de complicacdes,
gue interpassam as diversas especialidades médicas (CATE et al., 2009; COLOMBO
et al., 2013).

O género Candida tem como morfologia a forma autéctone de leveduras que
colonizam a cavidade oral até o trato gastrointestinal, pertencendo a microbiota.
Dentre aproximadamente as 20 espécies de Candida de interesse médico, Candida
albicans apresenta maior prevaléncia na cavidade oral. Se ocorre uma ruptura dos

mecanismos de defesa locais, disfungdo metabdlica ou ainda, na presenca de
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doencas associadas a imunossupressao, a colonizacdo pode levar a infeccdo e a
patologia (COLOMBO et al., 2013). Dessa maneira, a candidiase oral é a mais comum
infeccdo oportunista encontrada em pacientes com a sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (AIDS/SIDA) e é considerada um marcador da progresséao da deteriorizacao
imunoldgica desses pacientes (RAUTEMA, RAMAGE, 2011).

O género Candida pode ser também visto na forma de pseudohifas e hifas,
além da forma de leveduras. Essa caracteristica é reconhecida como dimorfismo e
estd associada a viruléncia desse microrganismo pois, nessa forma, ele se torna
invasivo, penetrando no tecido, o que leva a um quadro infeccioso. No local, ocorre
um estado de hipersensibilidade e a producdo de toxinas (CATE et al., 2009;
RAUTEMA, RAMAGE, 2011).

A Candida albicans exibe diferentes formas de crescimento e pode se
reproduzir por brotamento multilateral na forma de levedura (CATE et al.,, 2009,
COLOMBO et al.,, 2013). Todavia, também podem ser encontradas nas formas

alongadas e filamentosas, chamadas de pseudohifas e hifas (CATE et al., 2009).

3.2 Nistatina (NYS)

A NYS foi descoberta na década de 1950 pelos pesquisadores norte-
americanos Hazen e Brown (GROESCHKE et al, 2006; HAC-WYDRO &
DYNAROWICZ-LATKA, 2006). Na terapéutica, a NYS tem sido empregada por muitos
anos, demonstrando sua eficacia e seguranca, assim como poucos efeitos adversos
relevantes e boa acéo farmacolégica. Mais recentemente, a NYS tem sido usada com
mais frequéncia, devido ao aumento nimero de casos de candidiases em pacientes
com neoplasias, SIDA e outras desordens sistémicas (CASIGLIA & WOO, 2004;
DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 2003; SHIP et al., 2007). Na Figura 1, encontra-se a

estrutura quimica da NYS.
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Figura 1 — Estrutura quimica da NYS (F. Bras., 2010).

Do ponto de vista quimico, a NYS é considerada um polieno, ou seja,
pertencente ao grupo de substancias formadas por atomos de carbono com varias
ligacdes dupla. De fato, a NYS é um tetraeno, que de forma mais especifica, sdo
polienos, os quais apresentam quatro duplas ligacdes ndo-saturadas em sequéncia
(HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006; STEFANOVIC et al., 2012). E ainda
considerada um macrolideo, ou seja, apresenta uma grande cadeia ciclica. Essas
carateristicas quimicas geralmente sdo associadas a sua baixa permeabilidade, que a
impede atravessar as células intestinais, quando administrada por via oral. Por fim,
essa molécula possui grupamentos carboxilicos e aminos, o0 que a leva a possuir dos
pKa: 3,62 (de carater acido) e 9,11 (de carater basico) (CROY & KNOW, 2004;
DrugBank, 2015; LAW et al., 2014).

A NYS é considerada praticamente insoltvel em agua, cloroférmio, éter etilico e
etanol e saliva, pouco soltvel em metanol, e facilmente sollvel em dimetilformamida e
dimetilsufoxido (MARTINDALE, 1999; F. Bras., 2010; TALLURY et al., 2007). Esse
farmaco apresenta-se como um po higroscopico, amarelo, fino e deve possuir poténcia
minima de 4.400 Ul/mg (F. Bras., 2010), e tem um odor caracteristico, muitas vezes
relatado como semelhante a cereais (MARTINDALE, 1999) e com sabor extremamente
desagradavel (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003). Além disso, a NYS apresenta
sensibilidade ao calor, luz e presenca de oxigénio (STEFANOVIC et al., 2012).
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Este antifungico é classificado como Classe IV, do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Devido a
sua baixa permeabilidade, é fracamente absorvida pela pele, mucosas ou trato
gastrointestinal, sendo seu uso terapéutico restrito ao tratamento de infec¢des fungicas
de modo toépico. Quando administrada por via oral, a maior parte € encontrada nas
fezes de forma inalterada (NEVILLE et al., 2009; SAKEER et al., 2010; SHIP et al.,
2006; SPULBER, et al., 2011). Em funcdo de sua baixa solubilidade aquosa, a NYS
oferece dificuldades no preparo de medicamentos, além de estar menos disponivel
para exercer sua acao topicamente, sobretudo no tratamento da candidiase oral, ja
que a mucosa oral € banhada por saliva (SAKEER et al., 2010; SPULBER, et al., 2011)

A NYS é extremamente semelhante a anfotericina B, outro antifingico polieno,
e ambos possuem o0 mesmo mecanismo de acado. Todavia, a anfotericina B € usada
para tratamento de infec¢des sistémicas e locais, e a NYS é restrita ao uso tépico,
empregada na profilaxia e tratamento de candidiases superficiais de pele e mucosas,
por ser efetiva contra a maioria das infecgbes causadas pelas espécies de Candida
spp. (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003; CROY & KNOW, 2004; SHIP et al., 2007).

O mecanismo de acao antifungica da NYS ocorre por meio de sua interacao
com ergosterol, esterol presente na membrana plasmatica das células fangicas,
ocasionando uma desorganiza¢do na membrana plastica do fungo, ja que canais sao
formados, o que leva a perda da permeabilidade seletiva (HAC-WYDRO &
DYNAROWICZ-LATKA, 2006; SILVA et al., 2006). Por esses canais ocorre a saida de
agua e ions essenciais para a sobrevida celular, o que culmina em danos celulares e
em seguida, na morte celular (DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 2003; CROY & KNOW,
2004; GROESCHKE et al., 2006; SILVA et al., 2006; STEFANOVIC et al., 2012).
Alguns autores propdem uma sequéncia de trés eventos para a acdo da NYS: (A) a
ligacdo de um mondmero do antifingico com a membrana plasmética do fungo; (B) a
formacao de um oligomondémero e (C) a insercao deste na bicamada lipidica, gerando
um poro por onde ocorre o fluxo passivo de moléculas através da membrana. Embora,
essa explicagao ainda seja controversa (SILVA et al., 2006; STEFANOVIC et al., 2012).

A NYS, ainda, se liga mais fracamente ao colesterol, esterol presente na
membrana plasmatica das células de mamiferos. E essa ligacdo que explica seus
efeitos adversos e tdxicos e por isso a NYS ndo deve ser administrada por via
parenteral (CROY & KNOW, 2004; HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006;
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NEVILLE et al., 2009; SHIP et al., 2006). Quando administrada por essa via, ela é
capaz de provocar hemolise, necrose e abscessos frios nos locais da inje¢cdo, devido
a sua ligacao imediata com as membranas plasmaticas das heméacias, causando sua
destruicdo (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003). Assim, quando a NYS é
administrada por via oral, o desejado € um efeito superficial sobre a mucosa que
reveste o trato gastroinstetinal (SHIP et al., 2006).

Nos mercados americano e canadense, é encontrado o medicamento
Nyoram ®, preparado com NYS na forma de lipossomas para tratamento de infeccfes
endovenosas invasivas, e logo sua administracao é parenteral. Nesse caso, a NYS néo
se restringe ao tratamento de candidiases, mas também pode ser empregada para
combater infecgdes por Aspergillus sp. Essa forma lipossémica da NYS pode ser usada
por via endovenosa por ndo apresentar os efeitos adversos da NYS na forma
convencional. Isso € explicado pela presenca dos lipidios na composicao dos
lipossomas, que tém maior afinidade pela NYS do que o colesterol, porém a afinidade
da NYS pelo ergosterol ainda continua maior (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003;
HAC-WYDRO & DYNAROWICZ-LATKA, 2006; THOMPSON, 2002; STEFANOVIC et
al., 2012).

Quando administrada na forma t6pica, os efeitos adversos da NYS séo pouco
frequentes, podendo ocorrer episédios de nauseas, vomitos e diarreias, assim como
as reacOes alérgicas (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003). Em muitos casos, as
nauseas sdo causadas pelo sabor extremamente desagradavel do farmaco, o que
pode limitar o uso pelos pacientes, diminuindo a adesao ao tratamento (GILMAN,
HARDMAN, LIMBIRD, 2003; NEVILLE et al., 2009).

3.2.1. Apresentagcdes Farmacéuticas contendo NYS

A NYS pode ser encontrada em diversas formas farmacéuticas, destinadas a
administragdo cutanea, vaginal e oral e sdo encontradas no mercado nacional e
internacional, para o tratamento de candidiases vaginal, oral, esofagiana, intestinal e
cutanea (COLOMBO et al.,, 2013; GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003). Sendo
assim, a NYS pode ser encontrada nas seguintes formas farmacéuticas: pé, pastilhas,
comprimidos, cremes, pomadas, suspensdes. O tipo de forma farmacéutica usada
dependera do tipo de candidiase a ser tratada (DrugBank, 2015; LAW et al., 2014;
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STEFANOVIC et al., 2012). No Quadro 4 estdo demonstradas as formas farmacéuticas
de NYS.

Formas Farmacéuticas Tipo / Local de Tipo de Candidiase
de NYS Administracéo

PO Topica / pele Cutanea

Creme Topica / trato vaginal Vaginal

Suspenséao Topica / oral Oral, orofaringea e
esofagiana

Comprimidos Topica / oral Oral e orofaringea

Pastilhas Topica / oral Oral e orofaringea

Pomadas Topica / pele Cutanea

Lipossomal Sistémica / parenteral Infeccbes fungicas
endovenosas

Quadro 4 — Formas farmacéuticas contendo NYS para o tratamento de infeccdes
fungicas e tipo e local de administracdo (DrugBank, 2015; LAW et al., 2014; GILMAN,
HARDMAN, LIMBIRD, 2003; NEVILLE et al., 2009; STEFANOVIC et al.,, 2012;
THOMPSON, 2002).

A suspensédo oral aguosa de NYS é empregada no tratamento da candidiase
oral, cuja a concentracdo é de 100.000 Ul/mL. O paciente € orientado a aplicar 5 mL
do medicamento, de 3 a 4 vezes ao dia, realizando bochecho por 5 minutos, com
posterior degluticdo do produto. O tratamento tem duracdo de 7 a 14 dias (GILMAN,
HARDMAN, LIMBIRD, 2003; NEVILLE et al., 2009). No mercado brasileiro, apenas &
encontrada essa forma farmacéutica de NYS para o tratamento da candidiase oral e
orofaringea. No entanto, em outros paises, a NYS estad disponivel nas formas
farmacéuticas de pastilhas medicamentosas e comprimidos bucais. Cada pastilha
contém 200.000 Ul de NYS e deve ser administrar de 1 a 2 unidades, por 4 a 5 vezes
ao dia, por 10 a 14 dias. Ja cada comprimido possui 500.000 Ul, que deve ser aplicado
3 vezes ao dia, por 7 a 14 dias (AGUIAR et al., 2010; NEVILLE et al., 2009).

Aguiar e colaboradores (2010) descrevem um estudo clinico preliminar com 14
pacientes que foram diagnosticados com candidiase oral. Os voluntarios foram
divididos em 2 grupos, onde o primeiro recebeu o tratamento com uso de 1 comprimido

bucal de NYS contendo 500.000 Ul, por 4 vezes ao dia, durante 7 dias. O segundo

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



22

grupo foi tratado com 5 mL de suspenséao oral de NYS (dose total de 500.000 Ul),
aplicada 4 vezes ao dia, também por 7 dias. O tratamento realizado com os
comprimidos bucais demonstrou-se mais eficaz, erradicando a infeccdo mais
rapidamente. Esse dado sugere que o aumento do contato entre o farmaco e a mucosa
oral levou a um efeito terapéutico mais pronunciado. Assim, o uso de formas
farmacéuticas que permitem o contato intimo com a mucosa, e com poder residual

mais elevado, podem proporcionar uma acgao farmacolégica mais proeminente.

3.3 Dispersbes Sdlidas

As dispersdes solidas sédo sistemas farmacéuticos, onde um farmaco pouco
soluvel em 4gua encontra-se disperso em um carreador ou matriz (inerte), no estado
sélido. Os carreadores normalmente sao hidrofilicos, o que permite que esses
sistemas sejam empregados para aumentar a solubilidade aquosa do farmaco e sua
velocidade de dissolucdo (ALVES et al., 2012; DHIRENDRA et al. 2009; TIWARI et
al., 2009). Assim, em diversos trabalhos é relatado o uso de dispersdes sélidas para
a melhoraria da solubilidade aquosa de farmacos (DHIRENDRA et al. 2009; BIKIARIS
et al., 2005; GURUNATH, NANJWADE, PATILA, 2013; KOGERMANN et al., 2013;
MAULVI et al., 2009, WU et al., 2011).

E importante ressaltar que esses sistemas n&o sdo apenas uma mistura fisica,
entre farmaco e carreador, promovida por um processo simples de mistura mecanica.
Quando as dispersdes solidas sdo formadas, o farmaco deve tornar-se disperso no
carreador, onde é estabelecido uma interacdo intima entre eles (LIU, 2000). Dessa
forma, as dispersbes sélidas sdo sistemas normalmente empregados quando 0s
farmacos apresentam baixa biodisponibilidade, devido a baixa dissolucao,
consequéncia de sua solubilidade aquosa reduzida (LIU, 2000).

Esses sistemas podem produzir uma reducdo significativa no tamanho de
particula do farmaco, aumentando a superficie de contato, o que leva a uma
dissolugdo mais rapida das substancias a eles associados (ALVES et al., 2012;
BIKIARIS et al., 2005; FRIZON et al., 2013; LEUNER, DRESSMAN, 2005). Além disso,
em alguns estudos € notada que a reducéo do tamanho de particulas promovida pelas
dispersdes solidas € mais acentuada, quando comparado a outros processos, como

a micronizacéo por exemplo. E relato que as particulas das dispersdes podem assumir
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tamanho igual ou menor que 1 pum, apoés o processo de desintegracédo, diferentemente
do tamanho encontrado das particulas apds a desintegracao a partir de comprimidos
e capsulas comuns (entre 5 a 10 um) (ALVES et al., 2012, BIKIARIS et al., 2005;
TIWARI et al. 2009).

Além da reducdo do tamanho de particula, as dispersfées sélidas também
apresentam como mecanismo para melhoraria da solubilidade, o aumento da
molhabilidade do farmaco, o que é favorecida pelo contato direto com o carreador. As
dispersdes solidas também podem proporcionar a conversao do estado cristalino para
estado amorfo, que € mais solivel em agua (FRIZON et al., 2013).

Para a obtencao das dispers6es empregam-se técnicas simples, de baixo custo
para as industrias farmacéuticas. Porém, existem também limitacfes relacionadas ao
método de preparacao ou as dificuldades no processo de fabricacdo em grande escala
e em relacdo a reprodutibilidade das propriedades fisico-quimicas e a instabilidade
fisica, que em muitos casos, limitam a obtencédo de produtos farmacéuticos (ALVES
et al., 2012; LIU, 2000; TIWARI et al. 2009). O Quadro 5 apresenta alguns exemplos
de medicamentos disponiveis no mercado encontrados na forma de dispersdes
solidas (ALVES et al., 2012; MOOTER, 2009).
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Nome comercial | Industria farmacéutica Farmaco Carreador
Gris-PEG ® PedinolPharmaceutical Griseofulvina PEG 6000
INC
Isoptin ® SR-E Abbott Verapamil HPC/HPMC
Kaletra ® Lopinavir, PVPVA
Ritonavir
Sporanox ® Janssen Pharmaceutica | Itraconazol
Intelence ® Tibotec Etravirina
Certicam ® Novartis Everolimus HPMC
Nivadil ® FujisawaPharmaceutical | Nivaldipino
Progarf ® Co, LTDA Tacrolimus
Rezulin ® Desenvolvido por Sankyo, | Troglitazona
produzido por Parke- PVP
Davis
Cesamet ® Valeant Pharmaceuticals | Nabilone

Quadro 5 — Medicamentos disponiveis no mercado que apresentam dispersées

sélidas (MOOTER, 2012; TIWARI et al., 2009).
Legenda: PEG: polipropilenoglicol, HPC: hidroxipropilcelulose, HPMC: hidroxipropilmetilcelulose, PVP:
polivinilpirrolidona, PVPVA: copolimero vinilpirrolidona-vinil acetato.

As dispersdes soélidas podem ser divididas em 4 tipos, de acordo com seu
surgimento, conforme demonstrado na Figura 2. Na década de 1960, a primeira
geracdo de dispersfes soélidas usava como carreadores, substancias com carater
cristalino, como uréia e agucares, podendo formar dispersdes cristalinas, por serem
mais estaveis. Porém, essas poderiam nao liberar o farmaco na velocidade adequada,
comprometendo sua biodisponibilidade (ALVES et al.,, 2012; VANSCONCELOS,
SARMENTO, COSTA, 2007; VO, PARK, LEE, 2013).

Ao final dessa década, as dispersdes soélidas que se apresentavam mais
sollveis em agua, encontravam-se no estado amorfo. Isso deu inicio a segunda
geracao, onde o farmaco estava disperso de modo irregular em um carreador amorfo
(ALVES et al.,, 2012; VANSCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007). Os
carreadores aqui empregados hidrofilicos, tais

seriam  polimeros como

polivilpirrolidona (PVP), polietilenoglicol (PEG), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
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(ALVES et al., 2012; DOHERTY, YORK, 1987; FAWAZ et al., 1996; OHARA et al.,
2005; SATO et al., 2012; VANSCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007).

Com o avanco dos estudos sobre esses sistemas, foi percebido que, apesar do
farmaco no estado amorfo apresentar uma dissolucdo mais rapida, pode ocorrer sua
volta & estrutura cristalina, devido sua estabilidade termodindmica maior. Desse modo,
surgiram as dispersdes solidas de terceira geracdo, que empregam tensoativos,
agentes com propriedades emulsionantes, ou misturas de carreadores, com o objetivo
de aperfeicoar a biodisponibilidade de farmacos poucos solluveis e de obter sistemas
mais estaveis (ALVES et al., 2012). Assim, as dispersdes sélidas de terceira geracédo
podem proporcionar a reducao do tamanho de particula do farmaco, favorecendo a
sua molhabilidade e a sua dispersabilidade (ALVES et al., 2012).

Ja a quarta geracado de dispersdes solidas € um tipo de sistema controle de
liberacdo de farmacos, que tém baixa solubilidade em agua e tempo de meia-vida
curto (VO, PARK, LEE, 2013). Entdo, a forma de dispersdo solida oferece duas
vantagens: a melhora da solubilidade e a liberacdo estendida numa forma
farmacéutica de controle de liberacdo, onde se emprega como carreadores polimeros
insolaveis ou que entumecem para retardar a liberacdo de farmacos no meio de
dissolugdo (VO, PARK, LEE, 2013). Dentre os polimeros, podem ser citados
etilcelulose, hidroxipropilcelulose, eudragit ® (copolimeros de metacrilatos) e o
carbopol ® (policarbofil) (VO, PARK, LEE, 2013).
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Figura 2 — Classificacdo das dispersdes solidas (adaptado de VANSCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007; VO, PARK, LEE,
2013).
Legenda: HPMC: hidroxipropilmetilcelulose, CMC: carboximetilcelulose, LSS: lauril sulfato de sédio, 1: alta, | baixa.
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3.3.1 Classificacdo das Dispersdes Soélidas conforme as Caracteristicas de
Particula

As dispersbes solidas podem ser categorizadas de acordo com a
caracteristicas da particula do farmaco e do carreador (DHIRENDRA et al. 2009;
SETHIA, SQUILLANTE, 2003), conforme demonstrado no Quadro 6. Os farmacos
podem estar no estado cristalino ou amorfo, ou disperso no nivel molecular, enquanto
0s carreadores estdo no estado cristalino ou amorfo (DHIRENDRA et al. 2009).

Quando o farmaco esta disperso em um carreador no nivel molecular, essa
disperséo sdlida € chamada de solucao sélida (LEUNER, DRESSMAN, 2000; LIU,
2000). Comparadas as solucdes liquidas, as solucfes solidas apresentam apenas
uma fase, independentemente do nimero de componentes. Nelas, os farmacos pouco
sollveis em &gua estdo dissolvidos nos carreadores, que possui boa solubilidade.
Nesse caso, o tamanho de particula do farmaco pode ser bem reduzido, chegando ao
nivel molecular. Assim, é o carreador responsavel pela velocidade de dissolucao do
sistema (LEUNER, DRESSMAN, 2000). As solucBes solidas podem ainda ser
divididas em continuas e descontinuas. As primeiras tém os componentes misciveis
em todas as proporg¢des, 0 que, hipoteticamente, significa que as interacdes entre o
farmaco e carreadores seriam mais “fortes”, que as interacdes das substancias
individuais (LEUNER, DRESSMAN, 2000; LIU, 2000). No entanto, esse tipo de
dispersdo sélida nunca foi relato na literatura cientifica (DHIRENDRA et al. 2009;
LEUNER, DRESSMAN, 2000).

Da mesma forma, quando os farmacos estéo dispersos num carreador no nivel
nao molecular, as dispersdes solidas podem ser divididas em (LIU, 2000):

e farmaco e carreador encontram-se no estado cristalino;
e farmaco amorfo e carreador cristalino;

e farmaco amorfo e carreador amorfo.
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Tipo de particula | Tipo de dispersédo solida | Carreador | Farmaco

Farmaco disperso | Solucao sélida descontinua C M
no nivel molecular | Solugao sélida continua C M
Farmaco e carreadores no C C

Farmaco disperso | estado cristalino

no nivel nao | Farmaco amorfo em um C A
molecular carreador cristalino
Farmaco amorfo em um A A

carreador amorfo

Quadro 6 — Tipos de dispersfes sélidas conforme tipo de particula (adaptado de

DHIRENDRA et al. 2009).
Legenda: C - estado cristalino, M - no nivel molecular, A - amorfo.

3.3.2 Métodos de Preparo das Dispersfes Solidas

Varios métodos destinados a preparacao das dispersdes sdlidas sdo descritos
na literatura cientifica. Dentre esses, destacam-se: métodos de fusdo, de elominacao
do solvente, malaxagem, fluido supercritico, spray drying e extrusdo. Em funcéo da
forma de obtencao, as dispersdes soélidas poderdo apresentar diferentes propriedades
fisico-quimicas (ALVES et al., 2012; DHIRENDRA et al., 2009; GIRI et al., 2012;
LEUNER, DRESSMAN, 2000; LIU, 2000; SETHIA, SQUILLANTE, 2003).

No método de fusdo, o carreador é aquecido até sua temperatura de fuséo e
em seguida o farmaco é adicionado nesse componente, sob agitacdo constante até
seu resfriamento. Por fim, espera-se a solidificacdo do sistema (ALVES et al., 2012;
LIU, 2000; GIRI et al., 2012). A temperatura de fusédo de um carreador pode ser alta e
nessa situacdo o farmaco ndo deveria ser termossensivel. Ainda, temperatura alta
pode levar a evaporacdo ou sublimacdo de material, acarretando a sua perda (LIU,
2000). Esse processo tem como vantagem a dispensa de solventes organicos, que
podem levar a problemas de toxicidade e também sendo prejudicial ao meio ambiente
(ALVES et al., 2012).

Ja4 o método de eliminacdo do solvente ou eliminagdo do solvente emprega
solventes organicos, que devem ser misturados ao farmaco e carreador, sob agitacédo
continua, seguida da retirada desses por evaporacao ou sublimacgéo, resultando em

um produto seco e soélido. A retirada do solvente pode ser realizada com evaporador
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rotativo ou liofilizador (ALVES et al., 2012; LIU, 2000). A possivel decomposicao de
farmacos pode ser minimizada, pois muitos solventes s&do evaporados em
temperaturas mais baixas (no caso do uso de evaporador rotativo), além de ser uma
técnica de baixo custo e muito usado em escala laboratorial (ALVES et al., 2012; LIU,
2000; SETHIA, SQUILLANTE, 2003). Todavia, tem como inconveniente o uso de
solventes organicos e a formacéo de residuos (ALVES et al., 2012).

Ja na técnica da malaxagem, o carreador e o farmaco sdo misturados por
diluicho geométrica. A mistura € malaxada com o acréscimo de solvente numa
quantidade minima, obtendo-se uma massa Umida. Essa € levada ao malaxador, onde
a secagem pode ser feita no préprio equipamento ou estufa (ALVES et al., 2012).

Por fim, ha uma variedade de trabalhos cientificos que empregam outros
meétodos, a depender das caracteristicas do farmaco, dos equipamentos disponiveis
(LIU, 2000).

3.3.3 Carreadores Empregados nas Dispersfes Sélidas

Apesar da grande variedade de excipientes farmacéuticos disponiveis e de
muitos trabalhos empregarem uma diversidade de carreadores para a obtencéo das
dispersbes sélidas, a escolha do carreador mais adequado deve atender alguns
critérios (LIU, 2000; SETHIA, SQUILLANTE, 2003). Séo eles:
¢ Solubilidade aquosa adequada para uma rapida dissolucéo;

e Estabilidade fisica na disperséo sélida;

e Estrutura quimica compativel com o farmaco;

¢ Ser inativo (sem atividade farmacologica);

e Apresentar baixa toxicidade;

e Reconhecido como seguro pelas agéncias reguladoras e com monografia
farmacopéica.

De fato, a escolha do carreador deve ser baseada nas suas caracteristicas
quimicas e essas devem complementar as caracteristicas dos farmacos (LIU, 2000).
Farmacos e carreadores devem apresentar um certo grau de interacdo molecular, o
que pode contribuir para formacéo da disperséo sélida e sua estabilidade (LIU, 2000).
No entanto, essa interacdo farmaco-carreador ndo pode ser extremamente forte, pois

pode ocasionar em dificuldades de dissociacdo, limitando a dissolucdo e a
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biodisponibilidade do farmaco. Além disso, a proporcao entre farmaco e carreador
pode influenciar na velocidade de dissolugéo do farmaco, mas isso dependera de cada
dispersao sélida (LIU, 2000; SETHIA, SQUILLANTE, 2003).

Também tém sido usadas associa¢cdes de mais de um carreador ou adicdo de
tensoativos (ALVES et al.,, 2012; LEUNER, DRESSMAN, 2000; LIU, 2000). Esses
altimos atuam na melhoria da molhabilidade do farmaco pela 4gua e sua solubilizagéo
(LEUNER, DRESSMAN, 2000). No Quadro 7, estdo descritos alguns exemplos de

carreadores utilizados em dispersdes solidas.

Grupos Carreadores
Lactose
Manitol
Moléculas pequenas (acidos Sorbitol
organicos e agucares) Acido citrico
Ureia

Polietilenoglicol

Polivinilpirrolidona

Crospovidona

Polimeros Hidroximetilpropilcelulose

Hidroxipropilcelulose

Carboximetilcelulose

Poloxamer 188

Tensoativos Poloxamer 407
Gelucire ® 44/14
Polisorbato 80
Emulsificantes Lauril sulfato de sédio
Colesterol

Quadro 7 — Exemplos de carreadores usados em dispersées sélidas (ALVES et al.,
2012; LEUNER, DRESSMAN, 2000; SAKEER et al., 2010; VASCONCELOS,
SARMENTO, COSTA, 2007).
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3.3.4 Caracterizacado das Dispersdes Solidas

Para a caracterizacdo das dispersdes solidas sdo empregadas diversas
técnicas, que permitem a compreensao de suas propriedades fisico-quimicas. Muitos
esforcos tém sido realizados na investigacao do arranjo molecular das dispersées, ou
seja, na caracterizacdo do estado cristalino ou amorfo dos farmacos. Semelhantes
questionamentos também sdo feitos a despeito dos carreadores. Ainda tem sido
debatido se tanto os farmacos quanto os carreadores podem estar em um estado
(cristalino ou amorfo) e passarem a outro, e como isso pode ocorrer ao longo do tempo
(LIU, 2000; BIKIARIS et al., 2005; TIWAR et al., 2009).

Os métodos de caracterizagdo podem analisar a morfologia, interagées entre o
carreador e o farmaco, o estado cristalino ou amorfo, a solubilidade. As técnicas
comumente empregadas sao (BIKIARIS et al., 2005; GURUNATH, NANJWADE,
PATILA, 2013; LEUNER, DRESSMAN, 2000; LIMA, 2005; LIU, 2000; SAKEER, et al.,
2010; STODGHILL, 2010):

e Calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

e Termogravimetria (TG), termogravimetria derivada (DTG);
e Difracéo de raio-X;

e Espectroscopia de infravermelho;

e Microscopia eletronica;

e Solubilidade

¢ Dissolucao

3.4 Mucoadeséao

O termo bioadeséo pode ser definido como um estado de adesédo entre dois
materiais, onde um deles € uma superficie bioldgica, que podem permanecer juntos
por longos periodos. J4 a mucoadesao refere-se a adesdo a uma membrana mucosa,
ou muco, a uma forma farmacéutica (ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009; BAGAN
et al, 2012; COOK, KHUTORYANAKIY, 2015; SMART, 2005). Materiais
mucoadesivos, sdo denominados, possuem uma afinidade grande pelas superficies
mucosas, aderindo a superficie desses tecidos. Assim, os farmacos podem ser unidos

a esses mucoadesivos de forma fisica ou quimica, com o objetivo de aumentar seu
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tempo de residéncia em um local especifico e determinado. Essa permanéncia
permite uma melhora da absorcéo de farmaco no local de liberagdo em casos de acao
sistémica. No caso de acado local, o farmaco estard na area onde deve atuar
(ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009; COOK, KHUTORYANAKIY, 2015; SMART,
2005). Como formas farmacéuticas mucoadesivas podem ser citadas comprimidos
para liberacdo oral (comprimidos bucais), flmes, géis e pomadas (AGUIAR et al.,
2010; ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009; MORALES, McCONVILLE, 2011).
Também ha uma variedade de membranas mucosas que podem ser empregadas
como locais de administracao de farmaco, como a cavidade oral, a cavidade nasal, os
olhos e os tratos gastrointestinal, respiratorio e vaginal (SMART, 2005).

3.4.1 A Cavidade Oral

A boca é a primeira por¢cdo do canal alimentar e comunica-se com exterior
através de uma fenda, delimitada pelos labios, rima bucal e parte bucal da laringe. A
cavidade oral ou bucal esta delimitada pelas bochechas, palato e por musculos que
compde o assoalho da boca (BRUSH, TREISTER, 2010; BANGAN et al., 2012;
DANGELO, FATTINI, 1998; SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006).
Nela, sdo encontradas as gengivas, os dentes e a lingua. E ainda dividida em vestibulo
da boca, a cavidade bucal propriamente dita e a orofaringe (BRUSH, TREISTER,
2010; DANGELO, FATTINI, 1998). O vestibulo da boca compreende o espaco
presente entre os labios e as bochechas e a denticdo. A cavidade oral propriamente
dita encontra-se do lado interior da arca dentaria e esta delimitada pela arcada
palatoglossal. E finalmente, a orofaringe esta posteriormente a arcada palatoglossal,
qgue inclui a terceira parte da lingua, as amigdalas palatinas e parede posterior
(BRUSH, TREISTER, 2010). As estruturas da cavidade oral sdo adaptadas para uma
variedade de funcgdes, tais como barreira protetora, iniciacdo da digestdo, sensacéo
de sabores, fala, degluticdo, defesa imunologica e producgéo de saliva. E recobrindo
toda essa estrutura conhecida como cavidade oral, estd a mucosa oral (BRUSH,
TREISTER, 2010).
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3.4.1.2 Mucosa Oral

As membranas mucosas sao superficies Umidas que revestem as paredes de
varias cavidades do organismo e sdo uma camada de tecido conectivo alojada sobre
uma camada de tecido epitelial. A umidade dessas superficies se deve a presenca de
uma camada de muco, secretadas por células caliciformes sobre o tecido epitelial
(COOK, KHUTORYANAKIY, 2015; SMART, 2005). O muco pode ser como uma
camada de gel, aderido a mucosa, ou numa forma luminal solivel ou do tipo
suspensao. Quando o muco esta na forma de gel, seus componentes sdo mucinas
(um tipo de glicoproteina), lipidios, sais inorganicos e agua. De fato, as mucinas sdo
responsaveis pelas caracteristicas do muco, como sua forma de gel, adesividade,
coesdao, viscoelasticidade e pseudoplasticidade (COOK, KHUTORYANAKIY, 2015;
SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; SMART, 2005). Assim,
alguns autores propdem pesquisas com material do tipo “mucosa-mimética” para a
avaliacdo da mucodesédo, onde ha o uso de mucinas (COOK, KHUTORYANAKIY,
2015).

Dentre as mucosas presentes nos organismos, ha a mucosa oral. Esta
apresenta diferencas, a depender do local da cavidade, como a mucosa mastigatoria,
recobrindo as areas envolvidas nos processos de mastigacdo e fala, que incluem as
gengivas e o palato duro. Esse tipo de mucosa representa 25% da mucosa oral e é
estratificada, com uma camada queratinizada. J4 a mucosa oral que reveste a regido
das bochechas, também conhecida como mucosa jugal, o assoalho da boca e ainda
a parte de baixo da lingua, representa 60% (BAGAN et al., 2012; MORALES,
McCONVILLE, 2011). A mucosa oral possui uma variedade de fungdes, que incluem
protecdo, sensacao, secrecdo e € adaptada para o ambiente umido da boca (BRUSH,
TREISTER, 2010).

Histologicamente, a mucosa oral € composta por 2 camadas: a lamina prépria,
de origem mesodérmica, e esta conectada a uma camada composta de matriz de
fibras extracelulares, conhecida como lamina basal. A lamina basal é formada por uma
camada de tecidos epitelial e camada de tecido conectivo, que estdo intimamente
ligados entre si, e propicia um suporte mecéanico para o0 epitélio sobrejacente e
conexao com a lamina propria (BAGAN et al., 2012). A lamina propria assegura muitas

das propriedades mecanicas da mucosa oral, além do suporte de sangue, essencial
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para o tropismo do epitélio. Isso permite a passagem de moléculas, como farmacos,
para a circulacéo sistémica (BAGAN et al., 2012; SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG,
JOHNSTON, 2005).

A mucosa bucal € um local apropriado para administracdo mucoadesiva de
farmacos, porque possui uma superficie relativamente imével, lisa e acessivel.
Contudo apresenta limitagdes, como tempo de residéncia baixo, pequena area de
absorcdo em barreiras da propria mucosa (SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG,
JOHNSTON, 2005).

3.4.1.3 Teorias da Mucoadeséao

A grande maioria dos materiais mucoadesivos sd0 macromoléculas
poliméricas, que permitem altos niveis de retencdo e que tipo de ligacdes
mucoadesivas ocorrerdo. As ligacbes sdo intermoleculares e se déo entre os
polimeros e a superficie recoberta pelo muco. Essas, ainda, irdo acontecer a depender
da presenca de grupamentos que promovem ligacao do tipo hidrogénio, grupos com
cargas (hidroxilas e carboxilas) e hidrofébicos (ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009;
SMART, 2005; SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006). Dessa maneira,
na literatura cientifica sobre mucoadesao podem ser encontradas 5 teorias que
explicam como ocorre esse fenbmeno (BAGAN et al., 2012; SMART, 2005; VARUM
et al., 2008). Sédo elas: a teoria da adsorcdo, a teoria eletrbnica, a teoria do
umedecimento, a teoria da fratura e a teoria da difusdo (BAGAN et al., 2012;
SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; SMART, 2005; VARUM et al.,
2008).

No entanto, a mucoadesao nao pode ser explicada apenas por uma teoria, mas
pelo conjunto das varias, para melhor elucidar como ocorre o fenbmeno. Também
dependera do tipo de formulacdo farmacéutica e caracteristicas fisiologicas onde
acontecera o processo de mucoadesao (VARUM et al., 2008). Em geral, ocorre em 2
etapas: a fase de contato e a fase de consolidagao. Na fase de contato, como 0 home
sugere, € preciso que aconteca um contato intimo entre o polimero mucoadesivo e a
camada de muco. Nesse momento, ocorre a transferéncia de moléculas de agua do
muco para o polimero, levando ao intumescimento deste. Dessa maneira, o polimero

adquiri melhor molhabilidade, o que permite sua intercalacdo com as glicoproteinas
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do muco. Na sequéncia, outras ligagdes quimicas podem irromper. Essa fase, entéo,
é de consolidagéo, onde a interagdo entre polimero e muco foi estabelecida (SMART
et al., 2005; VARUM et al., 2008). Na Figura 3, estdo demonstradas as fases da

mucoadesao.

fase de contato fase de consolidagdo

forma
farmacéutica area de interac&o

mucosa com camada de muco

Figura 3 — Esquema das fases de contato e consolidagcdo no processo de
mucoadeséao.

Inicialmente, a teoria de adsorcdo pode ser descrita pela interacdo dos
sistemas mucoadesivos através de ligacdes hidrogénio, interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas, e forcas de Van der Waals. Essas ligacdes levam a um contato inicial
entre 0 muco e o0 polimero mucoadesivo e num segundo estagio, a interacao
dependera das propriedades do polimero. Também €& proposto que essas forcas séao
as principais responsaveis pela interacao adesiva entre polimero e a camada de muco
BAGAN et al., 2012; SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; VARUM
et al., 2008).

A segunda teoria, a eletrdnica, refere-se a formacéo de uma bicamada elétrica
na interface, devido a diferenca elétrica entre o0 muco e os polimeros mucoadesivos,
levando a transferéncia de elétrons. Assim, assim ocorre a formagcdo de uma dupla
camada de cargas, com atracdo eletrostatica (BAGAN et al.,, 2012; SALAMAT-
MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; VARUM et al., 2008).

J& a teoria do umedecimento se aplica basicamente a sistemas mucoadesivos

liquidos e semi-solidos e sugere a capacidade deste em molhar a superficie mucosa.
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Essa caracteristica de molhabilidade, definida como a habilidade de um liquido
viscoso manter contato com uma superficie sélida, resultaria em interacdes
intermoleculares, quando o sistema mucoadesivo e a mucosa estao juntos. A adesao,
entdo, depende da capacidade de molhabilidade do sistema e, consequentemente, na
sua espalhabilidade sobre a superficie (BAGAN et al., 2012; SALAMAT-MILLER,
CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; SMART, 2005; VARUM et al., 2008).

Ainda a teoria de fratura assume que a forca necessaria para romper a
interacdo entre o muco e o0 polimero mucoadesivo é equivalente a forca de
mucoadesdo. Ocorre que a energia para a quebra dessa ligacdo sera maior quando
as cadeias do polimero forem mais longas e menor niumero de ligacbes cruzadas o
polimero possuir (BAGAN et al., 2012; VARUM et al., 2008).

Por fim, a teoria da difusdo baseia-se na concentracdo e no tempo de
penetracdo das cadeias do polimero mucoadesivo na rede macromolecular de
glicoproteinas do muco (BAGAN et al.,, 2012; SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG,
JOHNSTON, 2005; SMART, 2005).

3.4.1.4 Sistemas Mucoadesivos Orais

Os sistemas farmacéuticos mucoadeisvos de administracdo oral devem
apresentar uma area de 1 a 3 cm?. A dose do farmaco tem de ser menor ou igual a 25
mg e o tempo maximo de duracao deve ser de 4 a 6 horas (SUDHAKAR, KUOTSU,
BANDYOPADHYAY, 2006). Como qualquer forma farmacéutica, devem permitir a
liberacdo do farmaco, evitar a irritacdo no local de administracéo e, por serem de
administracao oral, devem possuir caracteristicas sensoriais compativeis com a boca
(SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; SUDHAKAR, KUOTSU,
BANDYOPADHYAY, 2006). Precisam, ainda, manter um contato intimo entre a forma
farmacéutica e superficie mucosa para que ocorra o efeito farmacolégico do farmaco
(SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006).

Os farmacos de acéo sistémica, ou seja, que irdo permear a mucosa oral,
podem ser veiculados em formas farmacéuticas mucoadesivas orais. Também séo
empregados farmacos de acado local, para o tratamento de patologias da propria
cavidade oral, como na mucosa, gengivas, dentes e bolsa periodontal (SALAMAT -
MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005). E valido destacar que farmacos com
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baixa solubilidade na saliva podem retardar significantemente sua liberacdo e para
melhorar esse processo podem ser usados sistemas que aumentam a solubilidade do
farmaco, como as ciclodextrinas (SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON,
2005).

Dentre o0s sistemas mucoadesivos orais sao encontradas as formas
farmacéuticas solidas, semi-solidas e liquidas. Os sistemas soélidos sdo formulacdes
que levam a mucoadesédo por meio da desidratacdo da superficie mucosa. Séo
representadas por comprimidos, microparticulas e pastilhas (SALAMAT-MILLER,
CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY,
2006). Em geral, os comprimidos mucoadesivos orais sdo usados para administracao
de farmacos de acdo local e sistémica. Estas formas farmacéuticas podem ser
colocadas diretamente na mucosa oral e tém apresentado boas propriedades
mucoadesivas (AGUIAR et al., 2010; SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY,
2006). No entanto, ha limitacdes como tamanho dos comprimidos, ja que é necessario
um contato intimo entre a forma e a mucosa (SUDHAKAR, KUOTSU,
BANDYOPADHYAY, 2006).

Por outro lado, as formas farmacéuticas liquidas sao viscosas e atuam como
uma forma protetora, ao recobrir a mucosa bucal e para veicular farmacos. Os
sistemas liquidos mucodesivos sdo preparados com polimeros que elevam a
viscosidade de produtos farmacéuticos, ajudando a reté-lo na cavidade oral (SMART,
2005; SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006). E por dultimo, ha os
sistemas semi-sélidos mucoadesivos, 0s quais sdo representados pelos filmes,
pomadas e géis (SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005;
SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006). As formas semi-solidas
apresentam vantagens como mucoadesivos, pois possuem melhor espalhabilidade
sobre a mucosa e, ainda, apresentam uma retencdo extensa na cavidade oral.
Todavia, no que diz respeito a dosagem do farmaco que veiculam, essas formas nao
sado tado precisas, quando se trata de comprimidos (SUDHAKAR, KUOTSU,
BANDYOPADHYAY, 2006).

Da mesma forma que sdo importantes os sistemas usados para o preparo de
mucoadesivos, os polimeros que sdo empregados devem apresentar a capacidade
de adesdo a mucosa. Nao so isso, esses adjuvantes precisam apresentar outras

caracteristicas, que culminam no bom desempenho da funcdo de aderéncia. Dentre
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elas, podem ser citadas: (A) o peso molecular alto, pois 0 aumento da for¢ca de adeséao
eleva-se com aumento do peso molecular; (B) a flexibilidade, que permite que as
cadeias do polimero se difunda pela superficie mucosa; (C) a presenca de
grupamentos funcionais, ja que as interacdes entre 0s mucoadesivos e a mucosa se
faz por ligagbes quimicas; (D) a densidade de ligagbes cruzadas que, junto com o
peso molecular, permite a formacao de formar uma malha, melhorando sua difuséo;
(E) a capacidade de hidratacdo dos polimeros, que permite seu intumescimento na
presenca de agua, sua posterior expansao, levando a uma rede macromolecular com
o muco, melhorando a interpenetracéo e difusdo entre o polimero e a mucosa; (F) a
concentracdo dos polimeros, que em geral quanto maior sua concentracdo, maior € a
possiblidade da interpenetracdo dos polimeros na mucosa e assim, melhorar a
mucoadesdo, e (G) por fim, a capacidade de espalhabilidade, umedecimento e
solubilidade (BAGAN et al., 2012; SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON,
2005; SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006).

Diante dessas propriedades, os polimeros que apresentam aderéncia a
mucosa e sdo normalmente usados em mucoadesivos sdo classificados como
sintéticos e naturais, e com e sem carga. Os polimeros naturais tém propriedades
similares aos polimeros sintéticos. Em geral sao lineares, com alto peso molecular,
capazes de formar redes tridimensionais e contém grupamentos para realizar ligagdes
hidrogénio e outros grupos funcionais. Sdo exemplo a quitosana, carragenana e goma
aguar (SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005; SUDHAKAR,
KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006). Os polimeros sintéticos sdo derivados de
celulose, de acido poliacrilato e de polimetacrilato.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

e Carbopol 934 PNF ® Lubrizol ® (polimero de acido acrilato)

e Cloridrato de ranitidina matéria-prima: fornecedor Sigma-aldrich ®, teor 98%

e Hidroxipropilmetilcelulose Henrifarma ®

e Lactose M200 Henrifarma ®

e Methocel™ K 4M Colorcon © (hidroxipropilmetilcelulose)

e Mentol Farmos ®

e Noveon AA1® Lubrizol ® (policarbofil)

e Nistatina matéria-prima: Purifarma ® (lote: 18720608), poténcia de 5.503,1 Ul/mg

¢ Nistatina padrdo farmacopeico secundario: fornecido gentiimente pela FURP,
poténcia de 6.273,22 Ul/mg, origem: padrdo primario USP, lote: 2025971/0

e Poloxamer P 407 Basf ® (copolimero de polietileno—propileno glicol), férmula
molecular HO(C2H40)a(C3HsO)n(C2H40)aH, onde a é igual 80 e b é igual a 27

e Poloxamer P188 Basf ® (copolimero de polietileno—propileno glicol), férmula
molecular HO(C2H40)a(C3HsO)n(C2H40)aH, onde a é igual 101 e b é igual a 56

e Plasdone S360 ® International Speciality Product (ISP) ® (poli (1-vinilpirrolidona-co-
acetato de vinila)

e Polivinilpirrolidona (PVPK 29-32) International Speciality Product (ISP) ®

e Metilparabeno Farmos ®

e Sacarina sodica Farmos ®

e Tartarato de metoprolol matéria-prima: fornecedor Sigma-aldrich ®, teor 96,5%

4.1.2 Reagentes e Solventes

e Acetona P.A. Synth ®

e Acetonitrila grau HPLC Merk ®

¢ Acido acético glacial P.A. Synth ©

e Acido cloridrico fumegante 37 %v/v Merk ®
e Agar Oxoid ®
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Agua ultrapura (obtida do equipamento Mili-Q, Milipore)
Alcool etilico absoluto P.A. Synth ©

Cloreto de sédio P.A. Synth®

Colesterol 95 %p/p Sigma-aldrich ®

Dextrose Merck ®

Dimetilsuféxido P.A. Sigma-aldrich ®

Dodecano reagentplus ® Sigma-aldrich ®

Extrato de carne Merck ®

Extrato de levedura Merck ®

Fosfatidilcolina de soja 20 %p/p Avanti Polar Lipids ®
Fosfato de potassio monobasico Merk ®

Hidroxido de sédio P.A. Synth ®

Metanol grau HPLC Merk ®

N,N - Dimetilformamida P.A. Synth ®

N,N - Dimetilformamida grau HPLC Sigma-aldrich ®
Peptona Oxoid ®

Saccharomyces cerevisae ATCC 2601

Tetraborato de sédio Sigma-aldrich ®

4.1.3 Equipamentos

Analisador de tamanho de particula 1090 Liquido Cilas

Analisador de textura TA-XT plus - Stable Micro Systems, UK

Balanca analitica AX200 Shimadzu
Banho termostatico TE-2005 Tecnal
Banho ultrasson Unique

Bomba de vacuo isenta de 6leo R-TE-0582 Tecnal

Calorimetro de varredura DSC 7020 (Exstar, Sll Nano Technology Inc, Japao)

41

Célula de difusédo vertical (58-001-455) adaptacéo, orificio de 5,0 mm, volume de

7,0 mL e area de exposicdo de 0,20 cm? Hanson Researc

Coluna C18 de fase reversa; 4,6 x 150 mm; 5um Phenomenex ®
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e Cromatégrafo liquido (CLAE) Shimadzu Scientific Instrumentationconstituido de
bomba LC-10ADvp, detector Diode Array SPD-M10ADpv, outros modulos

¢ Difratdbmetro XRD 3000 Shimadzu

e Espectrofotometro UV/fluorescéncia para microplacas de 96 pocos Tecan Infinite
M200

e Espectrometro Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10, Smart OMNI-Transmission.

e Estufa Fanem

e Evaporador rotativo TE-211 Tecnal

¢ Incubadora com plataforma de agitacao orbital shaker TE 420 Tecnal

e Liofilizador marca ThermoElectron modelo Supermodulyo

e Microplacas de 96 pocos receptoras de recepcao de permeacao contendo filtros de
PVDF de tamanho de poro 0,45 um Milipore ®

e Potenciébmetro medidor de pH Hanna Instruments modelo HI 221

e Rebdmetro MCR-300 Physica, com geometria cone-placa de 25 mm de diametro e
angulo de 1°

e Sistema de purificacédo de agua Milipore ®

e Software Origin ® 9.0 64 bits

e Tamis de aco inox Tyler 20 Synth

e Termobalanca TG/DTA 7200 (Exstar, Sll Nano Technology Inc., Japao)

e Ultrassom Unique

4.1.4 Formulagdes de Dispersfes Sélidas de Nistatina

4.1.4.1 Formulacdes de Dispersdes Solidas de Nistatina do Grupo 1

e NYS DS G1 (2) — Formulagéo de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 2
e NYS DS G1 (3) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 3
e NYS DS G1 (4) — Formulagéo de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 4
e NYS DS G1 (6) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 6
e NYS DS G1 (7) — Formulacao de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 7
e NYS DS G1 (14) — Formulacédo de disperséo soélida de nistatina do Grupo 1, n°® 14
e NYS DS G1 (15) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 15
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e NYS DS G1 (16) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 16
e NYS DS G1 (17) — Formulagdo de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 17
e NYS DS G1 (18) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 18
e NYS DS G1 (19) — Formulacgdo de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 19
e NYS DS G1 (20) — Formulagdo de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 20
e NYS DS G1 (21) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 1, n° 21
e NYS DS G1 (22) — Formulagdo de disperséo solida de nistatina do Grupo 1, n° 22

4.1.4.2 Formulacdes de Dispersfes Soélidas de Nistatina do Grupo 2

e NYS DS G2 (45) — Formulacao de disperséo sdlida de nistatina do Grupo 2, n° 45
e NYS DS G2 (46) — Formulacdo de disperséo solida de nistatina do Grupo 2, n° 46
e NYS DS G2 (47) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 2, n° 47
e NYS DS G2 (48) — Formulacédo de dispersao solida de nistatina do Grupo 2, n° 48
e NYS DS G2 (49) — Formulacédo de dispersao solida de nistatina do Grupo 2, n° 49
e NYS DS G2 (50) — Formulacao de dispersao solida de nistatina do Grupo 2, n° 50
e NYS DS G2 (51) — Formulacédo de dispersao solida de nistatina do Grupo 2, n° 51
e NYS DS G2 (52) — Formulacao de disperséo solida de nistatina do Grupo 2, n° 52

e NYS DS (A) — Formulacéo de dispersao sélida de nistatina obtida por liofilizacao

4.1.5 Misturas Fisicas de Nistatina

e NYS MF (4) — Mistura fisica de nistatina com lactose, na proporcao 1:25

e NYS MF (6) — Mistura fisica de nistatina com HPMC, na proporc¢éo 1:25

e NYS MF (7) — Mistura fisica de nistatina com methocel, na proporgéo 1:25

e NYS MF (14) — Mistura fisica de nistatina com methocel, na proporgéo 1:10

e NYS MF (45) ou (A) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporcédo 1:1
e NYS MF (46) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporgéo 1:2

e NYS MF (47) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na proporgéo 1:3

e NYS MF (48) — Mistura fisica de nistatina com Polo 407, na propor¢ao 1:4

¢ NYS MF (49) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na proporgéo 1:1

e NYS MF (50) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na proporcéo 1:2
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e NYS MF (51) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na proporcéo 1:3
e NYS MF (52) — Mistura fisica de nistatina com Polo 188, na proporc¢éo 1:4

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao e Caracterizacédo de Dispersfes Solidas de Nistatina

4.2.1.1 Avaliacao da Qualidade da Nistatina Matéria-prima

4.2.1.1.1 Distribuicdo do Tamanho de Particula

A distribuicdo do tamanho de particula da nistatina matéria-prima (NYS MP) foi
determinada por dispersao de raio laser, com emprego do equipamento analisador do
tamanho de particula 1090 Liquido Cilas, mdédulo liquido, tendo como meio de
dispersdo agua, e como agente dispersante lauril sulfato de sodio.

4.2.1.1.2 Determinac&o do Teor de NYS MP pelo Método de Difusdo em Agar

Determinou-se o teor de NYS MP pelo ensaio microbiol6gico de difusdo em
agar, seguindo a metodologia preconizada na Farmacopeia Brasileira (2010). O
experimento consistiu em inocular, em placas de Petri, 0 microrganismo
Saccharomyces cerevisae ATCC 2601, sensivel a NYS. Nas placas foram colocados
papéis embebidos de solucbes de NYS padrdo e NYS MP. Os halos de inibicdo
formados a partir da solucdo de NYS MP foram comparados aos halos formados a
partir da solucdo de NYS padréo (AGUIAR, 2010). O ensaio foi realizado pela empresa
BCQ Consultoria e Qualidade.

4.2.1.1.3 Determinacdo do Teor de NYS MP pelo Método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacao de teor de NYS MP foi efetuada por CLAE, com detecc¢éo por
UV, método previamente desenvolvido e validado. O método e sua posterior validagcao
estdo descritas no item 4.2.3.1.
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Uma solucao-teste de concentracéo de 0,75 mg/mL foi obtida e posteriormente
analisada em triplicata por CLAE, com detec¢cdo em UV, no comprimento de onda de
305 nm. As médias das areas encontradas, por meio da equacédo da reta, obtidas a
partir da curva analitica, foram usadas na determinacdo da concentracdo das

solugbes-teste de NYS MP.

4.2.1.2 Obtencéo de Dispersdes Solidas de Nistatina (NYS DS)

A obtencgéo das NYS DS ocorreu através do uso de método de eliminagédo do
solvente, com emprego de evaporador rotativo e liofilizador (LEUNER & DRESSMAN,
2000; VANSCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007). Esse método foi escolhido por
ser reprodutivel e de baixo custo, no caso do evaporador rotativo (ALVES et al., 2012;
LIU, 2000; SETHIA, SQUILLANTE, 2003). Quanto ao uso dos equipamentos para a
retirada dos solventes, foi usado o evaporador rotativo, muito empregado para
remocao de solventes organicos volateis, mas nao tao indicado para retirada da agua,
ocorre por sublimacédo. Por outro lado, para avaliar a possibilidade do emprego de
agua como solvente, que ndo possui problemas de residuos ambientais e toxicidade,
como o0s solventes organicos. Dessa maneira, foi preparada uma formulagdo com uso
de liofilizador.

Assim, foram preparadas 22 formulacdes de dispersdes soélidas pelo método
de eliminacdo do solvente com uso de evaporador rotativo. O desenvolvimento de
formulacbes NYS DS foi baseado no emprego de carreadores hidrofilicos, que
pudessem permitir o aumento da solubilidade aquosa do antifungico (SAKEER, 2010).
Assim, a lactose foi escolhida como carreador, apds de revisdo da literatura cientifica,
onde foi encontrado apenas um trabalho de dispersao sélida de NYS com essa matriz
(SAKEER, 2010). Também foi escolhido a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) sob 2
formas: HPMC e methocel ™ K 4 M, por ser constante nas publicagbes cientificas
sobre o tema (ADIBKIA et al., 2013; KIM et al., 2006; RIEKES et al., 2014). E os
carreadores plasdone S 360 ® (PLA), polivinilpirrolidona 29-32 (PVPK 29-32),
poloxamer P 407 (Polo 407) e poloxamer P 188 (Polo 188) foram usados pelo
conhecimento prévio de Laboratério de Permeabilidade e Biodisponibilidade, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo (GOUVEIA, 2011).
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Além disso, a producéo de dispersdes solidas também se baseou no tipo de
classificacdo dos carreadores, quanto ao surgimento. Entdo os carreadores de 12 e
de 22 geragdo — PLA, PVPK 29-32, lactose, HPMC, methocel ™ K 4 M; e carreadores
de 32 geracao — Polo 407 e Polo 188. Ja, para o preparado das formulacées com uso

do liofilizador foi utilizado o carreador polo 407 (carreador de 22 geracao).

4.2.1.2.1 Obtencéo de NYS DS pelo Método de Eliminagdo do Solvente com Uso
de Evaporador Rotativo

As formulacdes de NYS DS foram reunidas em 2 grupos, denominados Grupo
1, no qual foram usados os carreadores de dispersao soélidas de 12 e 22 geracdes
(acucares e polimeros hidrofilicos); e o Grupo 2, no qual foram utilizados os
carreadores de 32 geracao (tensoativos) (ALVES et al.,, 2012; VANSCONCELOS,
SARMENTO, COSTA, 2007).

Inicialmente, a NYS foi pesada em balanca analitica, transferida para béquer
de vidro, onde foi vertido o solvente organico (dimetilformamida, para as formulacdes
do Grupo 1 e acetona, para as formula¢des do Grupo 2), formando uma solucéo ou
uma suspensdo, a depender das caracteristicas quimicas do solvente e de sua
afinidade pelo farmaco. Em seguida, o carreador foi pesado em balanca analitica,
transferido para béquer de vidro, onde foi vertido outro solvente organico, formando
uma suspensédo. A solugcédo ou suspensao de NYS foi vertida sobre a suspensao do
carreador, formando uma nova suspenséo. Esta ultima foi levada ao ultrassom por 15
min, para homogeneizacao.

Posteriormente, a suspenséo obtida foi transferida para baldo de fundo redondo
de 1 L e submetida ao evaporador rotativo, permanecendo por aproximadamente 1 h,
até evaporacdao dos solventes organicos. O processo de evaporacao dos solventes foi
desenvolvido nas seguintes condi¢des: pressédo de 600 mmHg e temperatura de 50°C.

ApoOs a evaporacao dos solventes, as amostras foram levadas a estufa para
completa secagem, sob 50°C por 8 h. Em seguida, os solidos obtidos foram
pulverizados em grau de porcelana e foram padronizados em tamis de ago inox Tyler
20, de abertura 0,85 mm.

Nas Tabelas 1 e 2, estdo descritas as composi¢coes das formulacbes para a
obtencéo das dispersdes solidas dos Grupos 1 (NYS DS G1) e 2 (NYS DS G2). As

formulagBes aqui obtidas foram designadas por nUmeros que estdo entre parénteses.
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Dispersodes Formulacdes Solucdes de Suspensdes de
Solidas (proporcgao) NYS Carreadores
NYS: PLA NYSDSG1(2) 0,2g+10mL de 5,0 g+ 50mL de etanol
(1:25) dimetilformamida absoluto
NYS: PVPK29- NYSDSG1(3) 0,2g+10mL de 5,09+ 50mL de etanol
32 (1:25) dimetilformamida absoluto
NYS DS G1 (4) 50 g + 100 mL de
(1:25) etanol absoluto
NYS DS G1 (20) 20 g + 100 mL de
NYS:Lactose M (1:10) 0,29 + 10 mL de etanol absoluto
200 NYS DS G1 (21) dimetilformamida 10 g + 100 mL de
(1:5) etanol absoluto
NYS DS G1 (22) 0,2 g + 100 mL de
(1:2) etanol absoluto
NYS DS G1 (6) 50 g + 100 mL de
(1:25) etanol absoluto
NYS DS G1 (17) 20 g + 100 mL de
(1:10) 0,2 g + 10 mL de etanol absoluto
NYS:HPMC NYS DS G1 (18) dimetiformamida 10 g + 100 mL de
(2:5) etanol absoluto
NYS DS G1 (19) 0,2 g + 100 mL de
(1:2) etanol absoluto
NYS DS G1 (7) 50 g + 100 mL de
(1:25) etanol absoluto
NYS DS G1 (14) 20 g + 100 mL de
NYS:Methocel™ (1:10) 0,2 g + 10 mL de etanol absoluto
K 4M NYS DS G1 (15) dimetilformamida 10 g + 100 mL de
(1:5) etanol absoluto
NYS DS G1 (16) 0,2 g + 100 mL de
(1:1) etanol absoluto

Tabela 1 — Composi¢cdo das NYS DS com carreadores do Grupo 1, indicando as

guantidades de farmaco e carreadores. Legenda: NYS: nistatina, PLA: plasdone ®, PVPK 29-
32: polivinilpirrolidona, HPMC: hidroxipropilmetilcelulose.
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Dispersodes Formulacdes Suspensdes de Suspensdes de
Solidas (proporcgao) NYS Carreadores
NYS DS G2 (45) 50 g + 35 mL de
(1:1) etanol absoluto
NYS DS G2 (46) 10,0 g + 35 mL de
(1:2) 5 g + 35 mL de etanol absoluto
NYS:Polo 407 NYS DS G2 (47) acetona 15,0 g + 35 mL de
(1:3) etanol absoluto
NYS DS G2 (48) 20,0 g + 35 mL de
(1:4) etanol absoluto
NYS DS G2 (49) 50 g + 35 mL de
(1:1) etanol absoluto
NYS DS G2 (50) 10,0 g + 35 mL de
(1:2) 5 g + 35 mL de etanol absoluto
NYS:Polo 188 NYS DS G2 (51) acetona 15,0 g + 35 mL de
(1:3) etanol absoluto
NYS DS G2 (52) 20,0 g + 35 mL de
(1:4) etanol absoluto

48

Tabela 2 — Composicdo das NYS DS com carreadores do Grupo 2, indicando as

quantidades de farmaco e carreadores.
Legenda: NYS: nistatina, Polo 407: poloxamer P 407, Polo 188: poloxamer P 188.

4.2.1.2.2 Obtencédo de NYS DS pelo Método de Eliminagdo do Solvente com Uso
de Liofilizador

Quanto ao método empregado de eliminacdo do solvente, foi desenvolvida
apenas uma formulacéo de NYS DS, por liofilizagc&o, onde foi utilizado como carreador
o tensoativo polo 407, conforme descrito na Tabela 3. Essa formulacdo apresentou
NYS e polo 407, na proporcéo de 1:1.

Inicialmente, a NYS foi pesada em balancga analitica, transferida para béquer de
vidro, onde foi vertida agua, formando uma suspensao. Em seguida, o carreador Polo
407 foi pesado em balanca analitica, transferido para béquer de vidro, no qual foi
adicionada agua, resultando em uma segunda suspensao. A suspensao de NYS foi

vertida sobre a suspensao de Polo 407, formando uma terceira suspensao. Esta ultima
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foi agitada com bastdo de vidro, e congelada manualmente com gelo seco. A
preparacdo congelada foi levada ao liofilizador, por aproximadamente 24 h, até
sublimacdo completa da agua.

Na Tabela 3, esta descrita a composicdo da formulacdo de NYS:Polo 407. A

formulacédo obtida foi designada por letras.

Dispersodes Formulacéao Suspenséo de Suspenséo de
Sdlidas NYS Carreador
NYS:Polo 407 NYS DS (A) 1g+25mLagua 1 g + 25 mL agua

(1:1) miliQ miliQ

Tabela 3 — Composicdo da NYS DS (A), indicando as quantidades de farmaco e
carreador.
Legenda: Polo 407: poloxamer P 407.

4.2.1.2.3 Preparo das Misturas Fisicas de NYS e Carreadores

Para cada formulacéo de disperséo sélida, foram preparadas misturas fisicas
de NYS e carreadores (NYS MF), nas mesmas composi¢cdes e propor¢cdes que as
formulaces de NYS DS. As NYS MF foram preparadas por meio da pesagem de NYS
e dos respectivos carreadores e posterior mistura em gral de porcelana, por de diluicéo
geomeétrica, até obtencdo de uma mistura homogénea (FRIZON et al., 2013; RIEKES
et al.,, 2014). Nesse caso, sO foram preparadas as NYS MF das NYS DS
correspondentes que foram avaliadas em relacdo a solubilidade, andlise térmica,
permeabilidade, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e
difracéo de raio-X e serviram de comparagdo com as respectivas formulagdes de NYS
DS. Na Tabela 4, estdo descritas as quantidades de NYS e carreadores para o preparo
das NYS MF.

O preparo e caracterizacao das NYS MF tiveram como objetivo avaliar se houve
a formacédo de um novo sistema farmacéutico, ou seja, das dispersdes sélidas. As
NYS MF também tiveram como objetivo investigar a influéncia dos carreadores, por
serem hidrofilicos, como aumentariam a solubilidade da NYS e/ou apresentariam
comportamento térmico e nas outras técnicas, distinto das formulacdes de dispersdes
solidas (FRIZON et al., 2013; RIEKES et al., 2014).
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Misturas Fisicas Denominagéo Quantidade de NYS e
(proporcgao) Carreador
NYS:Lactose M 200 NYS MF (4) 1 g NYS + 25 g lactose
(1:25)
NYS:HPMC NYS MF (6) 1 g NYS + 25 g HPMC
(1:25)
NYS:Methocel™K 4M NYS MF (7) 1 g NYS + 25 g Methocel
(1:25)
NYS MF (14) 1 g NYS + 10 g Methocel
(1:10)
NYS MF (45) 1 g NYS + 1 g Polo 407
(1:1)
NYS MF (46) 1 g NYS + 2 g Polo 407
(1:2)
NYS:Polo 407 NYS MF (47) 1 g NYS + 3 g Polo 407
(1:3)
NYS MF (48) 1 g NYS + 4 g Polo 407
(1:4)
NYS MF (49) 1 g NYS + 1 g Polo 188
(1:1)
NYS MF (50) 1 g NYS + 2 g Polo 188
NYS:Polo 188 (:2)
NYS MF (51) 1 g NYS + 3 g Polo 188
(1:3)
NYS MF (52) 1 g NYS + 4 g Polo 188
(1:4)

Tabela 4 — Composicdo das NYS MF, indicando as quantidades de farmaco e de

carreadores.
Legenda: NYS: nistatina, HPMC: hidroxipropilmetilcelulose, Polo 407: poloxamer P 407, Polo 188:
poloxamer P 188.

4.2.1.3 Caracterizagédo das NYS DS

A caracterizagdo parcial foi realizada por analise térmica, com ensaios de
calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e termogravimetria / termogravitria derivada
(TG/DTG). Inicialmente, foram analisadas a NYS MP e os carreadores lactose, HPMC,
methocel e Polo 407 e Polo 188.

Posteriormente, foram analisadas apenas as NYS DS que formaram um sélido
apos o processo de obtencéo. Assim, as preparacdes analisadas foram NYS DS (A),
NYS DS G1 (4), NYS DS G1 (6), NYS DS G1 (7), NYS DS G1 (14), NYS DS G2 (45),
NYS DS G2 (46), NYS DS G2 (47), NYS DS G2 (48), NYS DS G2 (49), NYS DS G2
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(50), NYS DS G2 (51) e NYS DS G2 (52). Por fim, também foram avaliadas as NYS
MF correspondentes as NYS DS, que foram: NYS MF (4), NYS MF (6), NYS MF (7),
NYS MF (14), NYS MF (A), NYS MF (46), NYS MF (47), NYS MF (48), NYS MF (49),
NYS MF (50), NYS MF (51) e NYS MF (52).

4.2.1.3.1 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

No ensaio de calorimetria exploratoria diferencial de fluxo de calor, foram
empregados cerca de 2,0 mg das amostras, as quais foram dispostas em capsula de
aluminio hermeticamente fechada e submetidas a andlise no equipamento
Calorimetro de Varredura DSC 7020 (Exstar, Sll Nano Technology Inc, Japéo), sob
atmosfera de nitrogénio de 50 mL/min, na razdo de aquecimento de 10°C/min, e na
faixa de temperatura de 25 a 300°C. O elemento quimico indio foi usado como padréo,
para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia (SAKEER, 2010).

As curvas foram obtidas com uso do programa Origin ® 9.0 64 bit. As andlises
foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Inovacdo Farmacotécnica

(DEINFAR), na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo.

4.2.1.3.2 Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG)

No ensaio de termogravimetria dindmica foram empregados cerca de 2 mg das
amostras, acondicionadas em cadinho (aberto) de platina e submetidas a anélise no
equipamento Termobalanca TG/DTA 7200 (Exstar, Sll Nano Technology Inc., Jap&o),
sob atmosfera de nitrogénio de 100 mL/min, na razdo de aquecimento de 10 °C/min,
na faixa de temperatura de 25 a 600°C. Previamente aos ensaios, a calibracdo do
equipamento foi verificada empregando um padrdo de oxalato de célcio
(STEFANOVIC, 2012).

As curvas foram obtidas com uso do programa Origin ® 9.0 64 bits. As andlises
foram realizadas no Laboratorio de Desenvolvimento e Inovagdo Farmacotécnica

(DEINFAR), na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo.
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4.2.1.3.3 Avaliagdo da Solubilidade das NYS DS

A solubilidade foi avaliada em relacdo a NYS, sob as diferentes formas: NYS
MP, NYS DS e NYS MF. Nos ensaios, foi empregado o método do equilibrio, com o
uso da técnica shake-flask (agitacdo de frascos), na incubadora com plataforma de
agitacao orbital com controle de temperatura, conforme preconizado pelo guia da U.S.
Food and Drug Administration (FDA) (U.S., 2000). As preparacdes testadas estao
apresentadas na Tabela 5.

Através desse método, foram avaliadas apenas as NYS DS que apresentaram
um resultado indicativo de formacé&o desse sistema farmacéutico. Assim como as NYS

MF também foram aquelas avaliadas as correspondentes as NYS DS.

Farmaco Dispersdes Sélidas Misturas Fisicas
NYS MP NYS DS G1 (6) NYS MF (6)
NYS DS G1 (7) NYS MF (7)
NYS DS G1 (14) NYS MF (14)
NYS DS G2 (47) NYS MF (47)
NYS DS G2 48 NYS MF (48)
NYS DS G2 49 NYS MF (49)
NYS DS (A) NYS MF (A)

Tabela 5 — Descricdo das preparacfes farmacéuticas que foram analisadas no ensaio
de solubilidade (entre parénteses sdo apresentados os numeros das formulagcbes
desenvolvidas e descritas nas Tabelas 1, 2, 3 e 4).

Os ensaios foram executados em frascos plasticos com tampa e capacidade
de 50 mL. Em cada frasco, foram adicionados 10 mL dos seguintes meios: agua
purificada; tamp&o fosfato pH 7,0 e tamp&o acetato pH 5,5 (LAZARO, VALENCA,
CHIAPPINI, 1999; MADSEN et al.,, 2013; SATO, 2002; PASSOS, FREITAS,
SAMPAIO, 2011). As solucdes tampédo foram preparadas conforme descrito na
Farmacopeia Americana e no Quadro 8 (USP, 2011).

Em seguida, as amostras foram colocadas em quantidades para saturar o meio,
caracterizado pelo depédsito de material no fundo do recipiente (fragdo né&o

solubilizada). Os frascos foram adaptados ao equipamento, o qual foi programado
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para manter a temperatura em 37,0 + 0,5 °C e agitagdo de 150 rpm pelo periodo de
72 horas (DEZANI et al., 2013; STAVCHANSKY, PADE, 1998; U.S., 2000).

Apés as 72 horas, as amostras foram retiradas do equipamento e
imediatamente filtradas com auxilio de filtro Milipore ® 0,45 um e seringa. A partir do
volume filtrado, foram realizadas as diluicbes necessarias com 0S meios
correspondentes. A concentracdo de NYS dissolvida nos meios foi determinada pelo
meétodo espectrofotométrico em comprimento de onda de 279 nm. O método analitico
empregado foi desenvolvido e validado conforme descrito no item 4.2.3.2.

Assim foi obtida a solubilidade do farmaco, expressa por unidade de massa

(mg) / unidade de volume (mL).

Tipo de solugéo Modo de preparo

Foi transferido 27,22 g de fosfato de potassio
monobasico para um baldo volumétrico de 1000,0 mL,
gue foi avolumado com agua purificada. Em seguida,
. uma aliquota de 50,0 mL desta solucéo previamente
Tampao fosfato pH 7,0 ) ) .
preparada foi transferida para um baldo de 200,0 mL, e
adicionaram-se 29,1 mL de solugdo aquosa de
hidroxido de sddio a 0,2 M; completou-se o volume com

agua purificada.

Foi transferido de 5,98 g de acetato de sédio para um
baldo volumétrico de 1000,0 mL. Em seguida, foi
Tampao acetato pH 5,5 | adicionada uma aliquota de 3,0 mL de uma solucéo de
acido acético glacial a 2 M a esta solucédo. Completou-

se o0 volume com agua purificada.

Quadro 8 — Composicao das soluc¢des tampao usadas no ensaio de solubilidade (USP,
2011).

Os resultados de solubilidade obtidos (média de trés determinagdes) para NYS
MP, NYS DS e NYS, foram submetidos a analise estatistica. Os valores médios de
concentracdo de NYS MP (mg/mL) foram comparados com os valores médios das
concentragcbes (mg/mL) das formulacdes de NYS DS nos 3 meios diferentes: agua
purificada; tampéo fosfato pH 7,0 e tampédo acetato pH 5,5. Também foram
comparados os valores médios das concentragdes de NYS MP (mg/mL) com valores
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médios das concentracdes de NYS MF (mg/mL), e por fim as concentracdes de NYS
DS (mg/mL) foram comparadas com as concentracdes de NYS MF (mg/mL). Para a
comparacdo das medias foi empregado o teste t de Student para amostras
independentes (WINTER, 2013). Ja o teste F foi utilizado para comparar a variancia
entre os diferentes grupos e o teste t de Welch foi utilizado para comparar os valores
médios no caso de heterocedasticidade. Foi considerado um nivel de confianca de
95%, o que significa que o resultado estara dentro daquele intervalo em 95 de 100
estudos hipoteticamente realizados. Todos os calculos foram feitos utilizando o

ambiente estatistico R (R Core Team, 2014).

4.2.1.4 Caracterizagcdo Complementar da NYS DS

A caracterizacdo complementar foi realizada apenas para formulacdo de NYS
DS G2 (49) previamente selecionada em fungdo dos resultados satisfatorios de
solubilidade. As andlises complementares realizadas foram: difracdo de raio X;
espectroscopia do infravermelho com Transformada de Fourier; teor de NYS e
avaliacdo da permeabilidade por meio de ensaio de permeabilidade em membrana
artificial paralela (PAMPA).

4.2.1.4.1 Difracédo de Raio-X (DRX)

As analises de difracdo de raio-X foram realizadas em difratbmetro Shimadzu
XRD 3000, com radiagdo Cu Ka. O anodo do tubo raio-x foi operado em 30 kV e 30
mA e a deflexdo dos raios-x foi medido a partir da 2° a 90°. As amostras avaliadas
foram: NYS MP, Polo 188, NYS MF (49) e NYS DS G2 (49). As curvas foram obtidas
com uso de programa Origin ® 9.0 64 bits. As analises foram realizadas no Laboratorio
de Tecnologia de Nanosistemas de Substancias Ativas, na Escola de Enfermagem e

Farmacia, Universidade Federal de Alagoas.

4.2.1.4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os ensaios foram realizados com pastilhas preparadas com cerca de 150 mg

de KBr e 1,5 mg de amostra, produzidas por prensa hidraulica, em espectrometro
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Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10, Smart OMNI-Transmission. Os ensaios foram
realizados entre 4100 e 100 cm™ e os espectros foram obtidas com uso de programa
Origin ® 9.0 64 bits. As amostras avaliadas foram: NYS MP, Polo 188, NYS MF (49)
e NYS DS G2 (49). As andlises foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de
Nanosistemas de Substancias Ativas, na Escola de Enfermagem e Farméacia,
Universidade Federal de Alagoas.

4.2.1.4.3 Teor da NYS DS

O ensaio de teor de NYS presente na dispersdo sdlida NYS DS G2 (49) foi
realizado com objetivo de quantificar o farmaco na formulacdo desenvolvida no
presente trabalho. Este constituiu no método previamente desenvolvido e validado,
descrito no item 4.2.3.2 (BRASIL, 2003).

Primeiramente, foi preparada uma solucdo-estoque (1,0 mg/mL) a partir da
transferéncia de 200,0 mg da NYS DS G2 (49) (equivaleria teoricamente a 100 mg)
para um baldo volumétrico de 100,0 mL, completou-se o volume com
dimetilformamida. Em seguida, uma aliquota de 500,0 uL da solucdo-estoque foi
transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL, que foi avolumado com agua miliQ.
A solucéo-teste, de concentracao de 50 pg/mL, foi analisada em espectrofotometro no

comprimento de onda de 279 nm, em triplicata.

4.2.1.4.4 Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela (PAMPA)

A avaliacdo da permeabilidade por meio do ensaio de permeabilidade em
membrana artificial paralela (PAMPA) foi realizada para formulagdo de NYS DS
G2(49) previamente selecionada em func¢do dos resultados de solubilidade, que foi
comparada a NYS MF (49) e também com os marcadores de baixa permeabilidade e
de alta permeabilidade. Para este ensaio foram preparadas 5 solugbes-estoque a 10
mM em dimetilsulfoxido (DMSO) dos seguintes farmacos: cloridrato de ranitidina
(farmaco marcador de baixa permeabilidade), tartarato de metoprolol (farmaco
marcador de alta permeabilidade) e nistatina nas formas: NYS MP, NYS MF 49 e NYS
DS G2 (49).
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Em uma placa para diluicdo de solugbes, as solu¢des-estoque foram diluidas
com solucdes de tampdao de acetato pH 5,5 e tampéao fosfato pH 7,0, para chegar a
concentracdo de 250 puM. Entdo, aliguotas de 300 pL as solucdes diluidas foram
transferidas para uma placada de 96 pocos do compartimento doador (placa doadora,
Figura 3). Em seguida, sobre a placa do compartimento doador foi acoplada a placa
de 96 pocos do compartimento receptor, que contém filtro de PVDF previamente
impregnado com 5 pL de uma solugéo contendo uma mistura de colesterol (2 %p/v) e
fosfatidilcolina (10 %p/v) em dodecano. Ainda na placa do compartimento receptor
foram transferidas 300 pL de solugao tampéo fosfato pH 7,4 (composi¢cao descrita no
Quadro 9). A montagem desse dispositivo € conhecida como “sanduiche”, ilustrado
na Figura 4 (REIS et al., 2013).

Figura 4 — Secdao transversal da montagem de um sanduiche de PAMPA. (A) Placa
receptora de 96 pogos contendo o filtro de PVDF impregnado com solugdo de
colesterol e fosfatidil colina e placa doadora de 96 pocos. (B) Compartimento receptor
composto pela solugdo tampéao de pH 7,4 e compartimento doador contendo uma
solucéo de pH variavel com o farmaco dissolvido. (C) Montagem do sanduiche de
PAMPA (adaptado de CHEN et al., 2007).
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Tipo de solucéao Modo de preparo

Foi pesado 27,2 g de fosfato de potassio
monobasico num bal&o volumétrico de 1,0 L e foi
completado com &gua purificada. Dessa solugao,
Tampéo fosfato pH 7,4 uma aliquota de 500,0 mL foi retirada e transferida
para um baldo de volumétrico 2,0 L. No baléo, foi
adicionada ainda 395 mL de solucdo aquosa de

hidroxido de sodio a 0,2 M, e completado com

agua purificada.

Quadro 9 — Composicao da solucdo tampéao fosfato pH 7,4 usadas no ensaio de
PAMPA (USP, 2011).

A incubacao das placas de PAMPA foi feita a 37°C, sob agitacdo de 100 rpm
durante 8 horas e, ao final, 150 puL das solugbes contidas nas placas, doadora e
receptora, foram transferidos para uma microplaca de leitura no espectrofotbmetro de
absorcdo no UV e submetidos a leitura no espectrofotbmetro em diversos
comprimentos: 279 nm (NYS MP, NYS DS G2 (49) e NYS MF (49), 270 nm (tartarato
de metoprolol) e 310 nm (cloridrato de ranitidina).A partir dos valores de absorbéncia,
o célculo da permeabilidade efetiva (Pe) foi feito segundo a Equacéo 1 (REIS et al.,
2013).

Equacéao 1

2,303V 1 1+ r;1\ C
Pe = — P ( ).log10[1—< "). A(‘)l
A . (t - TSS)' Ea 1 + rv 1 - RM CD(O)

Onde rv = razdo do volume dos compartimentos doador e receptor (Vo/Va), em mL; A
= &rea da membrana (0,3 cm?); ea = porosidade aparente do filtro de PVDF; Cp(0) e
Ca(t) = concentragdes (mol/L) das amostras no compartimento doador no tempo t =0
e no compartimento receptor t(s); Tss = tempo de equilibrio necessario para saturar a

membrana com soluto, estimado em (54 Rm +1).60s
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A retencdo dos farmacos na membrana (Rwm), que pode variar de 0 a 1, foi
calculada de acordo com a Equacédo 2. Ru equivale a fracdo molar da amostra retida

na membrana, definida em namero de mols (m) (REIS et al., 2013).

Ry=1- (m”“)) - (m‘“”> Equacéo 2

Mmp(o) Mmp(o)
4.2.2 Obtencéao e Caracterizacdo dos Géis Mucoadesivos Orais de NYS DS
4.2.2.1 Selecdo da Base para os Géis Mucoadesivos Orais de NYS DS

Inicialmente, para o desenvolvimento do gel mucoadesivo, a formulacdo de
disperséo sélida eleita foi NYS DS G2 (49). Em seguida, foi realizada a selecdo da
base para os géis mucoadesivos orais. A escolha foi baseada em um polimero (ou
mais) que apresentasse fungbes gelificante, estabilizante e viscosidade elevada
(JIMENEZ, FRESNO, RAMIREZ, 2007). Foram preparadas formulaces de géis base
contendo carpobol ® 934 PNF (Géis C1, C2, C3 e C4), noveon ® AA1 (Géis N1, N2,
N3 e N4), e mistura de carpbol ® e noveon ® (Géis CN1, CN2, CN3, CN4, CN5, CN6),
como descrito nas Tabelas 6 e 7.

Dentre os diversos polimeros bioadesivos disponiveis, o carbopol ® e o noveon
® foram selecionados para a producédo dos géis mucoadesivos orais por apresentaram
propiredades mucoadesivas adequadas (ROWE, SHIESKEY, QUINN, 2009;
SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSSTON, 2005).

O carbopol ®, ou polimero de &cido acrilato, apresenta propriedade
mucoadesiva, para a cavidade oral. E de amplo conhecimento que ha varios tipos de
carbopol ®, que se diferenciam devido a grau de ligacdes cruzadas, estrtura quimica
e presenca de residuos (ROWE, SHIESKEY, QUINN, 2009). O carbopol ® 934 PNF
€ 0 que apresenta menor toxicidade por via oral. Além disso, a letra “P” indica que
esse polimero é de grau farmacéutico e pode ser usado por via oral (ROWE,
SHIESKEY, QUINN, 2009).

O noveon ®, de nome quimico policarbofil, ¢ um excelente bioadesivo bucal.
Comprimidos mucoadesivos contendo esse componente demonstram alta forca de
mucoadesao, tempo de retengcao prolongado e ndo causa irritagdo na mucosa, visto

em ensaios clinicos em humanos. Além disso, 0s géis mucoadesivos de noveon ®
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tém sido empregados como formas farmacéuticas contendo farmacos de acédo
gengival, orofaringea e periodontal (ROWE, SHIESKEY, QUINN, 2009; SALAMAT-
MILLER, CHITTCHANG, JOHNSSTON, 2005).

Os géis foram preparados com a transferéncia do agente gelificante para um
bécher contendo agua purificada (em torno de 50 mL), com adi¢cdo de 0,05 g de
metilpropilparabeno em um g.s. de etanol. O sistema foi deixado em repouso por 4
horas para dispersdo completa do polimero. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
solucéo aquosa de hidroxido de sodio a 2,0 M para aumento da viscosidade. Por fim,

foi adicionada agua purificada até o alcance da massa de 100 g de cada formulacéo.

Concentracao do Agente Gelificante (% p/p)

Formulacéao
Carbopol 934 PNF ® Noveon AA1 ®
Cl 0,5 -
C2 1,0 -
C3 15 -
C4 2,0 -
N1 - 0,5
N2 - 1,0
N3 - 15
N4 - 2,0

Tabela 6 — Descricdo das formulacGes base de apenas de carbopol 934 PNF © ou
noveon AA1 ©.
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Concentracao do Agente Gelificante (% p/p)

Formulacéao
Carbopol 934 PNF © Noveon AA1®
CN1 0,25 0,25
CN2 0,50 0,50
CN3 0,25 0,50
CN4 0,50 0,25
CN5 0,25 0,75
CN6 0,75 0,25

Tabela 7 — Descricéo das formulagdes base de carbopol 934 PNF ® e noveon AA1 ©.

4.2.2.2 Caracterizacdo dos Géis Bases

A caracterizacdo dos géis base foi realizada por meio da avaliacdo das
caracteristicas sensoriais, do pH e do comportamento reoldgico das preparacdes C1,
C2, C3, C4, N1, N2, N3, N4, CN1, CN2, CN3, CN4, CN5 e CN6.
4.2.2.2.1 Ensaios Sensoriais

Os ensaios sensoriais sdo usados para avaliar as caracteristicas de um
produto, detectaveis pelos 6rgaos dos sentidos. Foram realizados esses ensaios para
todas as formulacfes de géis base (BRASIL, 2008).

4.2.2.2.2 pH

O pH das formulacdes foi aferido com uso de eletrodo potenciométrico, imerso
nos géis (BRASIL, 2008).

4.2.2.2.3 Caracterizacéo Reologica
Foram obtidas curvas de fluxo de amostras de géis mucoadesivos de carbopol

934 PNF ®, de noveon AA1 ® e da mistura dos 2 agentes gelificantes citados (conforme

descrito nas Tabelas 6 e 7). As medidas foram realizadas em um reémetro Physica-
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Paar modelo MCR 300, empregando-se o software Rheoplus e utilizando-se de uma
geometria de medicéo cone-placa, com 25 mm de diametro e angulo de 1°. Para cada
ensaio, foram coletados 100 pontos em rampa logaritmica, na faixa de 0,01 a 100 s,
com duragéo de 10 s por ponto. As temperaturas de ensaio foram 25°C e 37°C, com
um intervalo de variagcéo de + 0,05 °C (PRESTES et al., 2012).

4.2.2.3 Obtencédo dos Géis Mucoadesivos contendo NYS DS G2 (49) e NYS MP

Baseando-se nos resultados de caracterizacdo dos géis base, o carbopol 934
PNF ® foi selecionado como agente gelificante. Dessa forma, foram preparadas 6
formulacdes de géis mucoadesivos contendo NYS: 2 géis de NYS MP e 4 géis de NYS
DS G2 (49). As formulacdes foram produzidas a partir da férmula sugerida, descrita a

seqguir:

Formula Sugerida

NY S oo 50.000 ou 100.000 Ul
SaCArNG ==-========mmmmme e e eeeee 5,0 mg (edulcorante)
MeNtOl ----m-mmmm e 1,0 mg (flavorizante)
Solucdo aquosa de NaOH 2 M -----------m-mommmoee - 1,0 mL (ajuste de pH)
Metilparabeno --------=-=-=-mmmmmmm o 15 mg (conservante)

Gel base de carbopol ® 934 PNF ----------- g.s.p. ----—--- 1,0 g (agente gelificante)

A producéo dos géis foi realizada, inicialmente com a pesagem de todos os
componentes em balanca analitica. Em seguida, em gral de porcelana, o mentol e
sacarina foram triturados, e foi adicionado o propilparabeno. Imediatamente apds, foi
adicionado a NYS DS G2 (49) ou NYS MP, com homogeneizacdo até total
incorporagdo do material sélido. Por fim, foi transferido o gel de carbopol 934 PNF ©,
previamente preparado, como descrito no item 4.2.2.1, em diversas concentracoes, a
depender da formulacdo. A mistura foi realizada até a incorporagéo completa de todos
0s componentes ao gel e obtencdo de um produto homogéneo.

A descricdo das composicbes das formulagcbes dos géis mucoadesivos

contendo NYS esta na Tabela 8. As formulagbes foram designadas por letras.
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Formulacdes

Composicao Gel O Gel OO Gel A Gel B Gel C Gel D
Dose NYS (Ul/g) 100.000 100.000 50.000 50.000 50.000 50.000
NYS MP (g) 1,881 1,881 - - - -
NYS DS G2 (49) (9) - - 1,934 1,934 1,934 1,934
Sacarina (Q) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Mentol (g) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Solucédo de aquosa de NaOH 2 M (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Metilparabeno (g) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Gel de carbopol 934 PNF® (g).......... g.s.p. 100 g 95,37 95,37 96,32 96,32 96,32 96,32
Concentracao carbopol 934 PNF® (% p/p) 0,5 1,0 0,5 1,0 15 2,0

Tabela 8 — Descricdo da composicao dos géis de NYS DS G2 (49) e NYS MP.
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4.2.2.4 Caracterizagcdo dos Géis Mucoadesivos Orais

A caracterizacdo dos géis mucoadesivos foi realizada por meio de ensaios
sensoriais (conforme descrito no item 4.2.2.2.1), pH (de acordo com item 4.2.2.2.2) e

avaliacdo do comportamento reoldgico (descritos no item 4.2.2.2.3).

4.2.2.5 Avaliacao da Liberacdo de NYS a partir dos Géis Mucoadesivos

A avaliacao da liberacdo de NYS a partir dos géis mucoadesivos (Géis OO, A,
B, C e D, descritos no Quadro 16) foi realizada através o uso de célula de difusédo
vertical e a membrana empregada foi de acetato de celulose (BABY, 2007; DIEZ-
SALES et al., 2005). No ensaio foi avaliada a liberacdo de NYS a partir dos géis em
pH 7,0.

As membranas foram dispostas sobre células de difusdo vertical (03), ou
camaras de difusdo com um compartimento receptor e outro doador, conforme
demonstrado na Figura 5. O estudo foi conduzido em pH 7,0. Assim, o0 compartimento
receptor foi primeiramente preenchido com solucdo de tampéo fosfato pH 7,0
(preparado conforme descrito no Quadro 10). Os ensaios foram conduzidos sob
temperatura de 37 + 0,5 °C e agitacdo constante de 305 rpm. Ap6s um periodo de
estabilizacdo de 20 minutos, amostras de cerca de 300 mg das formulacdes de géis
mucoadesivos foram adicionadas sobre a membrana, no compartimento doador, com
o adaptador para preparacbes semi-solidas. A distribuicdo das formulacdes foi
realizada com uso de espéatulas de metal e de plastico, para a formacdo de uma
camada plana. Aliquotas de 300 pL foram retiradas das fases receptoras nos
intervalos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min, com a devida reposi¢cao apo0s a retirada.
Essas foram analisadas por CLAE, através do método analitico desenvolvido e
validado, descrito no item 4.2.3.3 (BABY, 2007). O tempo total do ensaio escolhido foi
de 60 min, ja que o tratamento terapéutico preconizado com uso de suspensao aquosa
de NYS é realizado com bochecho por 5 min (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003).

Dessa forma, a avaliagéo da liberagao foi feita em um tempo bem superior.
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Figura 5 — Representacéo esquematica da célula de difusdo vertical e seus acessorios
(HANSON RESEARCH CORPORATION, 2004).

4.2.2.6 Teor de NYS contida nos Géis Mucoadesivos

O teor de NYS contido nos géis foi realizado de acordo com o método
desenvolvido e validado, descrito no item 4.2.3.3. Assim, foi pesada uma massa de
gel correspondente a 10,0 mg de NYS (0,532 g de gel), e transferido para um baléo
volumétrico de 50,0 mL, e completou-se com dimetilformamida. Essa solu¢do-padrédo
apresentou concentracao final de 200 pg/mL de NYS. Em seguida, a solucéo-padréo
foi filtrada (filtro milipore ® 0,45 um) e uma aliquota de 2,0 mL foi transferida para um
outro baldo de 10,0 mL e completou-se com tampéo fosfato pH 7,0. Essa solucéo-
teste apresentou concentracdo de 40 pg/mL, que foi quantificada por CLAE com
absorcao no UV (305 nm). O ensaio foi feito em triplicata.

4.2.2.7 Avaliagdo da Mucoadesdo dos Géis Mucoadesivos por meio de
Ensaio ex vivo

4.2.2.7.1 Preparo da Mucosa Oral Porcina

A mucosa oral porcina foi obtida no dia anterior ao ensaio, oriunda de porcos
gue foram abatidos em abatedouro com registro fornecido pela Secretaria Estadual
de Agricultura do Estado de Séo Paulo. Os porcos foram abatidos no periodo
vespertino, conforme os procedimentos indicados para abate de animais usados para
consumo humano, regulamentado pela Secretaria Estadual de Agricultura do Estado
de S&o Paulo e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, de acordo o

Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
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(RIISPOA) (BRASIL, 1952). Em seguida, as cabecas foram seccionadas e colocadas
imediatamente em saliva artificial, para o transporte até o laboratério (DU et al., 2014).

Posteriormente, as cabecas foram devidamente dispostas sobre uma bancada,
e com auxilio de bisturi e tesoura, foram retiradas as mucosas orais da regido jugal.
Essas foram colocadas em saliva artificial (Quadro 10) para manutencdo de
hidratagdo do tecido. Nesse momento, as mucosas eram cortadas, para retirada de
material desnecessario, como gordura, vasos sanguineos e parte de tecido muscular
(CUBAYACHI et al., 2015; DU et al., 2014).

Em seguida as mucosas foram colocadas sobre papéis de filtro umedecidos
com saliva artificial e estes foram dispostos em placas de Petri. Sobre o papel foram
colocadas as mucosas, que receberam saliva artificial para permanecerem hidratadas.
O conjunto foi coberto com papel filme e deixado na geladeira até o dia seguinte, para
realizacdo do ensaio de mucoadesdo (CUBAYACHI et al., 2015; DU et al., 2014).

Para o presente estudo n&o foi solicitada aprovacéo ao Comité de Etica de Uso
em Animais, ja que as mucosas usadas foram provenientes de suinos abatidos em
abatedouros, para consumo humano, de acordo com a Lein°® 11.793, de 08 de outubro
de 2008, que regulamenta sobre os procedimentos para o uso cientifico de animais
(BRASIL, 2008).

4.2.2.7.2 Ensaio de Mucoadesao ex vivo

A forca mucoadesiva mede a capacidade de adesao da formulagdo a mucosa
onde é aplicada. A avaliacdo da forca mucoadesiva foi avaliada em analisador de
textura, em modulo de tensdo. As formulagées de Gel OO, A, B, C e D (corpo de
prova) foram colocadas, individualmente, em um pistdo movel localizado na parte
superior do equipamento e os cortes da mucosa de oral porcina, da regiao jugal, foram
dispostos no acessorio fixado na parte inferior do equipamento (base). Previamente,
a mucosa foi umedecida com saliva artificial durante 5 minutos, a 37 °C e apoés esse
procedimento, o pistdo foi movimentado para baixo, até tocar a superficie da mucosa,
mantendo contato com a mesma com for¢ca de compresséao de 0,5 N, por 30 s. O
ensaio ocorreu de forma néo imersa na saliva artificial. Terminada a avaliac&o, o pistdo

foi deslocado para cima, em mddulo de tenséo, a velocidade constante de 1 mm/min
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até que a formulacéo se destaque da mucosa. Os experimentos foram realizados em
quintuplicata (CUBAYACHI et al., 2015; JONES et al., 1997).

Foram determinados o trabalho de mucoadeséo (a partir da area sob a curva de
forca versus distancia) e a forca de destacamento (for¢ca necessaria para destacar a
formulagcédo da mucosa) (JONES et al., 1997). Os calculos foram realizados por meio
do software Exponent (Stable Micro Systems, UK). O ensaio foi realizado no
Laboratério de Dor Orofacial e Inflamacdo, da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas.

2,38 g de fosfato de s6dio monobasico

0,19 g de fosfato de potassio monobasico

] o 8 g de cloreto de sddio
Saliva artificial

pH 7,0 (ajuste, se necessario, com solucdo aquosa de
hidroxido de sédio 1M)

Solvente final: agua miliQ para 1 L de solucéo

Quadro 10 — Composicéao da saliva artificial usada no ensaio de mucoadesao ex vivo
(CUBAYACHII et al., 2015).

4.2.3 Desenvolvimento e Validacdo de Métodos Analiticos

Todos os métodos analiticos empregados foram previamente desenvolvidos e
validados pela determinacdo dos seguintes parametros: linearidade,
especificidade/seletividade, precisao e exatidao. Estes parametros estdo descritos na
RE 899/2003 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para testes que
pretendem quantificar principios ativos em produtos farmacéuticos ou matérias-primas
(ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2010).

Os métodos analiticos foram desenvolvidos para determinacdo do teor de NYS
nas diferentes condi¢des: 1) na matéria-prima; 2) nas dispersoes soélidas selecionadas
e para os estudos de solubilidade; 3) nos géis mucoadesivos e nos estudos de

liberacdo a partir destes, que estao descritos a sequir.
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4.2.3.1 Desenvolvimento e Validacdo do Método Analitico por CLAE para
Quantificacdo de NYS MP

O método por CLAE com deteccao por UV foi desenvolvido e validado, como
preconizado pela Resolugdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003;
WILSON, 2001).

As condicbes cromatograficas empregadas nas analises estdo descritas na
Tabela 9.

Parametros Condi¢bes Cromatograficas
Deteccéo UV (A =305 nm)
Fase movel Metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/viv)
Coluna Cl18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um
(Phenomenex)
Fluxo 0,9 mL/min

Volume de injecao 20 L
Temperatura do forno  30°C
N 3

Tabela 9 — Parametros cromatograficos empregados na validacdo do método
analitico.

4.2.3.1.1 Linearidade

Uma solucdo-padrao foi previamente preparada com a transferéncia de 50,0
mg de padrao secundario de NYS (pureza 6273,22 Ul/mg; gentilmente fornecido pela
FURP) para baldo volumétrico de 5,0 mL, o qual foi avolumado com N,N-
dimetilformamida. A concentracao final foi de 10,0 mg/mL.

A partir da solugao-padréo, as solucdes-teste, de concentragdes 0,05; 0,10;
0,25; 0,50 e 0,75 mg/mL, foram preparadas com a retirada das aliquotas de 50,0;
100,0; 250,0; 500,0 e 750,0 pL da solucéao-padréo, respectivamente. As aliquotas
foram transferidas para balées volumétricos de 10,0 mL, que foram avolumados com
fase movel. Cada solucao-teste foi analisada em triplicata por CLAE, com detecc¢éo
por espectrofotometria de absor¢éao no UV. Os dados obtidos (tempos de retencéo e

areas) foram observados para permitir a avaliacéo do intervalo de linearidade.
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4.2.3.1.2 Precisao

A determinacdo da precisao intra-ensaio foi realizada em triplicata, para cada
solucéo-teste, nas concentracdes de: 0,1; 0,25 e 0,50 mg/mL. Essas solu¢des foram
preparadas retirando-se aliquotas de 100,0; 250,0 e 500,0 yL da solucéo-padréo de
10,0 mg/mL, respectivamente. As aliquotas foram transferidas para balGes
volumeétricos de 10,0 mL, e foram avolumadas com fase movel.

Ja a determinacao da preciséo inter-ensaios também foi feita em triplicata, para
cada solucao-teste, nas concentracbes de 0,1; 0,25 e 0,50 mg/mL, conforme o
protocolo da precisdo intra-ensaios descrito acima, porém as analises foram
realizadas em dias diferentes.

As precisdes intra-ensaio e inter-ensaios foram calculada usando a Equacéo 3:

Desvio padriao

Precisdo (%) = eaia X 100 Equacéo 3

4.2.3.1.3 Exatidao

A determinacédo da exatidao foi realizada em triplicata, para cada solucao-teste,
em concentragbes de: 0,1; 0,25 e 0,50 mg/mL. O preparo dessas solucdes foi
realizado como descrito no item 4.2.3.1.1.

Esse parametro foi avaliado por meio de andlises no mesmo dia (exatidao
intradia) e em dias diferentes (exatidao interdias), e calculado empregando a Equacéao
4.

Concentragio experimental

Exatidao = x100 Equacéo 4

Concentracio tedrica

4.2.3.1.4 Especificidade

A especificidade foi avaliada a partir da analise de uma solucdo preparara da
seguinte forma: em um balédo volumétrico de 10,0 mL, foram transferidas aliquotas de
4,8 mL de metanol; 3,0 mL de agua miliQ; e 2,2 mL de N,N-dimetilformamida. Essa
solucéo-teste foi analisada por CLAE com deteccdo no UV em 305 nm, em triplicata.
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Essa solucao-teste tem a mesma composic¢ao da fase movel empregada nas analises

da quantificacdo de NYS na MP.

4.2.3.1.5 Determinacao de Teor de NYS MP pelo Método de CLAE

A determinacao de teor de NYS MP foi efetuada por CLAE, com detecc¢éo por
UV, método previamente desenvolvido e validado.

Inicialmente, uma solucao-teste de concentracdo de 0,75 mg/mL foi produzida
de acordo com o método descrito no item 4.2.3.1.1.

A solugdo foi analisada em triplicata por CLAE, com deteccdo por
espectrometria em UV, no comprimento de onda de 305 nm. As médias das areas
encontradas resultantes por meio da equacdo da reta, obtida a partir da curva

analitica, descrita no item supracitado.

4.2.3.2 Desenvolvimento e Validacdo do Método por Espectrofotometria de
Absorcao no Ultravioleta para Quantificacdo da NYS nas DS

O desenvolvimento de método analitico por espectrofotometria de absor¢ao no
ultravioleta foi realizado com objetivo de quantificar a concentracédo de NYS dissolvida
a partir do ensaio de avaliacdo de solubilidade, fundamentado na técnica previamente
desenvolvida por Aguiar e colaboradores (2010). Foram empregados como meios,
agua purificada; tampao fosfato pH 7,0 e; tamp&o acetato pH 5,5, 0s mesmos usados

no ensaio de solubilidade.

4.2.3.2.1 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade, inicialmente foi preparada uma solucao-padrao
a partir da transferéncia de 100,0 mg de padrdo secundario de NYS (pureza 6273,22
Ul/mg), para baldo volumétrico de 100,0 mL, o qual foi avolumado com N,N-
dimentilformamida. Essa solugcao apresentou a concentracao de 1,0 mg/mL.

Seguidamente, 5 solu¢des-teste foram preparadas, com a retirada de aliquotas
de 100,0 pL; 375,0 pL; 500,0 pL; 625,0 puL e 750,0 pL da solucdo-padrao, obtendo-se
solucdes de concentracdo de 10,0 pg/mL; 37,5 pg/mL; 50,0 pg/mL; 62,5 pg/mL e 75,0
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pg/mL, respectivamente. As aliquotas foram transferidas para balGes volumétricos de
10,0 mL e avolumadas com agua purificada.

O mesmo processo descrito acima foi realizado para o preparo de 10 solugbes-
teste de concentracdes de 10,0 pg/mL; 37,5 pug/mL; 50,0 pg/mL; 62,5 pg/mL e 75,0
pg/mL, em que o solvente final foi tampé&o fosfato pH 7,0 e tampé&o acetato pH 5,5.

Cada solucao-teste foi analisada em triplicata, pela técnica de espectrometria
no ultravioleta, em 279 nm. Assim, a partir dos dados, 3 curvas analiticas foram
construidas (AGUIAR et al., 2010).

4.2.3.2.2 Precisao

A precisao intra-ensaio foi determinada em triplicata, através das andlises de
solugcbes-teste, nas de concentracdao de 10,0; 37,5 e 75,0 pg/mL. Estas, foram
preparadas com a transferéncia de 100,0 pL; 375,0 uL e 750 pL, da solugcéo-padréo,
respectivamente, para balées volumétricos de 10 ml, que foram avolumados com os
seguintes solventes: agua purificada; tampao fosfato pH 7,0 e tampao acetato pH 5,5,
resultando, assim, no preparo de 9 solugdes. Os parametros de precisao inter-ensaios
e intra-ensaios foram obtidos conforme descrito no item anterior (4.2.3.1.2).

4.2.3.2.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada em triplicata, através da andlise de solucdes-teste nas
concentracbes de 10,0 pg/mL; 37,5 ug/mL e 75,0 pg/mL, com os solventes agua
purificada; tampéao fosfato pH 7,0 e tampéao acetato pH 5,5; totalizando o preparo de
9 solucdes. As solucbes foram produzidas a partir da solucdo padrdao de NYS a 1,0

mg/mL, como descrito 4.2.3.2.2.

4.2.3.2.4 Especificidade

A especificidade foi determinada para verificar a presenca dos carreadores
como possiveis interferentes na quantificacdo de NYS, a partir das NYS DS.
Portanto, foi preparada solucao-teste de cada carreador (lactose, HPMC,

methocel™, Polo 407 e Polo 188) empregado na producéo das NYS DS que formaram
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um sélido, na concentragdo de 0,5 mg/mL. A escolha dessa concentracao foi baseada
nas proporcdes de carreadores em relacdo a NYS, considerando a mais alta, de 1:25.

Inicialmente, uma solucédo-padréo de cada carreador foi preparada por meio da
transferéncia de 25,0 mg de cada carreador (lactose, HPMC, methocel™, Polo 407 e
Polo 188) para um baldo volumétrico de 50,0 mL e avolumado com N,N-
dimetilformamida. Esse procedimento foi semelhante ao realizado no parametro de
linearidade (item 4.2.3.2.1). Em seguida, foram preparadas 3 solu¢des-teste para cada
carreador (lactose, HPMC, methocel™, Polo 407 e Polo 188), através da transferéncia
de aliguotas de 3,75 mL para 3 baldes de 25,0 mL, onde cada solucao foi avolumada
com o0s meios usados no ensaio de solubilidade, ou seja, &gua; tampéo fosfato pH 7,0;
e tampéao acetato pH 5,5. Ao final, cada solucédo apresentou uma concentracdo de
75,0 pg/mL. Por fim, todas as solu¢cBes foram analisadas por espectrofotometria de

absorcao no UV, numa varredura entre 230 e 500 nm.

4.2.3.3 Desenvolvimento e Validacéo de Método por CLAE para Quantificacdo de
NYS contida nos Géis Mucoadesivos

O método foi desenvolvido a partir do trabalho de Wilson e colaboradores
(2003) e validado como preconiza a Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003
(BRASIL, 2003). As condi¢cBes cromatograficas usadas estdo descritas na Tabela 9, e
0s parametros avaliados para a validacédo foram linearidade, precisdo, exatidao e
especificidade (BRASIL, 2003).

4.2.3.3.1 Linearidade

Para avaliar o parametro linearidade, foram preparadas 5 solucdes-teste nas
concentracdes de 0,5; 3,0; 5,0; 8,0 e 10,0 pg/mL, a partir de uma solucéo-padrao. Esta
solucéo foi feita a partir da transferéncia de 0,532g de gel, que 10,0 mg de NYS para
o gel OO e 5 mg para os géis A, B, C e D, para um baldo volumétrico de 100,0 mL, o
gual foi avolumado com N,N-dimetilformamida (LAVRA et al., 2008; WILSON et al.,
2001).

As solucbes-teste de concentracdes de pg/mL 0,5; 3,0; 5,0; 8,0 e 10,0 de NYS
foram preparadas com a retiradas de aliquotas de 50,0; 300,0; 500,0; 800,0 e 1.000,0

pL da solucéo-padréo, respectivamente, e transferidas para balfes volumétricos de
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10,0 mL. Os baldes foram avolumados com tampéao fosfato pH 7,0 (LAVRA et al.,
2008; WILSON et al., 2001). Cada solucéo-teste foi avaliada por CLAE com deteccéao
por absorgcédo no UV, em triplicada, e a curva analitica foi construida. Assim, coeficiente
de correlacédo (R?), coeficiente angular (a) e a equacéo da reta foram determinados
(BRASIL, 2003).

4.2.3.3.2 Precisao

O teste de preciséo intra-ensaio foi realizado em triplicata, com as solugdes-
teste nas concentracdes de 0,50; 5,0 e 10,0 pg/mL a partir de géis OO, A, B, C e D.
Essas solucbes foram preparadas como descrito no item 4.2.3.3.1. O ensaio de
precisao inter-ensaios foi realizado da mesma forma supracitado, em dias distintos.

A precisao foi calculada usando a Equacgéo 3 (BRASIL, 2003).

4.2.3.3.3 Exatidao

O parametro de exatidao intra-dia e inter-dias foi realizado em triplicata, com
solucdes-teste nas concentracdes de 0,50; 5,0 e 10,0 ug/mL a partir de géis OO, A,
B, C e D. Essas solucdes foram preparadas como descrito no item 4.2.3.3.1.

A exatidao foi calculada com auxilio da Equacao 4 (BRASIL, 2003).

4.2.3.3.4 Especificidade

A especificidade foi realizada com emprego de gel placebo, ou seja, contendo
todos os excipientes, sem a presenca de NYS ou NYS DS G2 (49). Foi transferida
uma massa de gel de 0,532 g de gel e transferido para um baldo volumétrico de 100,0
mL, e completou-se com dimetilformamida. Essa solucdo-padrdo apresentou
concentracéo final de 200 pg/mL de NYS. Em seguida, a solugéo-padréao foi filtrada
(filtro milipore ® 0,45 um) e uma aliquota de 2,0 mL foi transferida para um outro baldo
de 10,0 mL e completou-se com tampédo fosfato pH 7,0. Essa solucdo-teste
apresentou concentracdo de 40 ug/mL, que foi quantificada por CLAE com absorcgéao

no UV (305 nm). O ensaio foi feito em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Obtencdo e Caracterizacdo de Dispersdes Solidas de Nistatina (NYS DS)

5.1.1 Avaliacdo da Qualidade da Nistatina Matéria-prima (NYS MP)

A NYS MP empregada para o desenvolvimento das dispersdes sélidas foi
previamente avaliada em relag&o a distribuicdo do tamanho de particula e ao teor.

5.1.1.1 Distribui¢cdo do Tamanho de Particula

A distribuicdo do tamanho de particula da NYS MP foi determinada, com o
objetivo de avaliar as suas caracteristicas fisicas. Antes de propor o desenvolvimento
de dispersbdes solidas de NYS para melhorar a sua solubilidade em agua, poderia ser
sugerido o processo de micronizacdo (HAN et al., 2011; LEUNER, DRESSMAN, 2005;
TALLURY et al., 2007). O processo de micronizagao melhora a taxa de dissolugéo de
farmacos pouco solluveis em agua, como € o caso da NYS, em fun¢cédo do aumento da
area superficial das particulas (HAN et al.,, 2011; LEUNER, DRESSMAN, 2005;
TALLURY et al., 2007).

Na Tabela 10, pode-se observar que a distribuicdo de tamanho de particula foi
entre 1 e 10 um. As particulas foram agrupadas em 3 grupos: 10%, 50% e 90% da
populacdo de particulas. Esses resultados demonstram as particulas com tamanho
abaixo de 10 um, indicando assim que a NYS MP ja se apresentava com um tamanho
de particula reduzido, ndo sendo necessario o processo de micronizagdo (HAN et al.,
2011).

Distribuicao populacional Distribuicdo do tamanho de particula (um)
do,1 (10%) 0,904 + 0,138
do,5 (50%) 3,44 + 0,083
d0,9 (90%) 9,834 + 0,068

Tabela 10 — Distribuicdo do tamanho de particula da NYS MP.
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5.1.1.2 Determinacdo do Teor de NYS MP pelos Métodos de Difusdo em Agar e
CLAE

O teor de NYS foi determinado por meio de dois métodos distintos: 0s ensaios
microbiologico e por CLAE, conforme descrito nos itens 4.2.1.1.2 e 4.2.1.1.3. Como
apresentado na Tabela 11, os teores determinados foram de 96,60% e de 99,37%,
obtidos por meio dos métodos microbiologico e CLAE, respectivamente. Para a
determinacao do teor, considerou-se o que a concentracao tedrica de 5.501 Ul/mg, de
acordo com o laudo de analise concedido pelo fornecedor (Purifarma). J& para a
ensaio por CLAE, a concentracao teérica foi de 0,75 mg/mL, que equivale a 4.127,3
Ul/mL.

Em ambas as técnicas usadas para o doseamento de NYS, os valores
encontrados sao proximos, o que demonstra que a técnica por CLAE pode ser
empregada de forma rotineira para quantificacdo de NYS. Todavia, a técnica por
difusdo em &gar verifica a poténcia do antifingico, ja que é realizada com emprego de
microrganismo sensivel a NYS. Dessa maneira, vale ressaltar que o ensaio
microbiologico ndo poderia ser substituido por outro método analitico. Porém em
ensaios de quantificacdo rotineiros, o método por CLAE é adequado por ser mais
rapido, ndo depender do tempo de incubacdo de microrganismo e ser robusto (F.
BRAS., 2010a; WILSON et al., 2001). Sendo assim, foi escolhido o método por CLAE
por espectrofotometria de absorcao no UV para a determinacéo do teor de NYS para
o presente trabalho (WILSON et al., 2001).

Concentragao Concentragao Teor (%)
Tedrica Encontrada
Doseamento por 0,75 mg/mL 0,7453 mg/mL 99,37
CLAE
Doseamento por 5503,1 Ul/mg 5316 Ul/mg 96,60

difusdo em agar
Tabela 11 — Resultados de teor/doseamento de NYS MP, com emprego dos métodos
de difusdo em agar e CLAE.
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5.1.2 Obtencéao de dispersdes solidas de NYS (NYS DS)

A NYS é praticamente insoluvel em agua e em funcéo disto oferece dificuldades
no preparo de medicamentos, como suspensdo aquosa. Reconhecidamente uma
forma farmacéutica heterogénea, que pode levar a uma separacdo de fases e ainda
formacao de um sedimento nao redispersivel (AULTON, 2005). Também encontra-se
menos disponivel na saliva, o que dificulta que exerca sua acgao, sobretudo no
tratamento da candidiase oral (LINDENBERG, KOPP, DRESSMAN, 2004; SAKEER
et al., 2010).

Os problemas relacionados a baixa solubilidade de farmacos tém sido
superados com o desenvolvimento de dispersdes solidas, que sdo sistemas
farmacéuticos, onde um farmaco pouco sollvel em agua encontra-se disperso em um
carreador ou matriz (inerte), no estado solido. Nesse contexto, considerando 0s
aspectos supracitados relacionados a NYS, este trabalho teve como objetivo principal
a obtencédo de dispersdes solidas de NYS, buscando o aumento de sua solubilidade
aguosa, para posterior incorporacédo em gel mucoadesivo oral, de forma a permitir um
contato mais intimo entre o farmaco e a mucosa oral, aumentando a eficacia da NYS
(CARVALHO, 2010; NEVILLE et al. 2009; VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA,
2010). Destaca-se que ha poucos relatos na literatura cientpifica sobre o
desenvolvimento de dispersdes sdlidas de NYS. Apenas um trabalho foi encontrado,
o qual descreve o desenvolvimento de uma formulacdo contendo o antifungico e a
lactose monohidratada, como carreador (proporcdo 1:3), pelo método de eliminagéo
do solvente usando evaporador rotativo (SAKEER et al., 2010).

As dispersbdes solidas podem ser obtidas por diversos métodos de preparacéo,
tais como os métodos de fusao, de eliminacéo, de fusdo-solvente, de malaxagem, de
atomizacdo por sraydrying, de fluido supercritico e extrusdo por hot melt (ALVES,
2012; DHIRENDRA, 2009; MOOTER, 2012). Dentre os diversos métodos disponiveis,
foi escolhido o método de eliminacdo do solvente. A escolha se deve a sua
simplicidade, baixo custo e reprodutibilidade em escala laboratorial (ALVES, 2012).

Além disso, o método de eliminacdo do solvente apresenta como vantagens a
incorporagcdo de um farmaco termossensivel. Aguiar e colaboradores (2010)

empregaram temperatura de 50 °C na fabricagdo de comprimidos de NYS por
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granulacao via umida, sem comprometer a dose do farmaco. Por fim, a eliminagéo do
solvente com uso de evaporador rotativo se faz mais eficiente e rapida, por também
empregar vacuo (F. BRAS., 2010; VO, PARK, LEE, 2013; WU et al., 2011).

Em adicdo a escolha do método, outro ponto relevante, foi a eleicdo dos
carreadores no desenvolvimento das formulacdes de dispersdes solidas. Apds revisao
da literatura e em funcdo da experiéncia adquirida no préprio laboratério, com o
desenvolvimento de outros trabalhos, foram escolhidos os seguintes carreadores:
lactose monohidratada, plasdone S360 ©, polivinilpirrolidona (PVPK 29-32),
hidroxipropilmetilcelulose, methocel™ K 4M, poloxamer 407, e poloxamer 188
(ALVES, 2012; GOUVEIA, 2011; LEUNER, DRESSMAN, 2000; SAKEER, 2010; VO,
PARK, LEE, 2013).

Os carreadores empregados pertencem a primeira, segunda e terceira
geracdes. Os carreadores de primeira geracdo sao substancias cristalinas e levam a
formacédo de dispersdes cristalinas. Foi usado, entdo, lactose, como representante
deste grupo. Os carreadores de segunda geracao apresentam alta taxa de dissolucéo
em agua, porém baixa estabilidade e se encontrarem no estado amorfo. Em funcéo
de experiéncia prévia em nosso laboratorio, foram selecionados polivinilpirrolidona K
29-32 e plasdone S 360 ®. E com base na revisdo da literatura sobre dispersées
solidas, foram escolhidos 2 tipos de hidroxipropilmetilcelulose (GOUVEIA, 2011;
FRIZON et al., 2013, HUANG, DAI, 2014; VASCONCELLOS, SARMENTO, COSTA,
2007; VO, PARK, LEE, 2013). Ja os carreadores de terceira geracdo sdo compostos
que podem melhorar o perfil de dissolugdo por diminuirem a tensao superficial. Eles
carreadores sdo tensoativos e também se encontram no estado amorfo
(VASCONCELLOS, SARMENTO, COSTA, 2007; VO, PARK, LEE, 2013). Entéo,
foram escolhidos o poloxamer 188 e poloxamer 407 (GOUVEIA, 2011).

Por fim, foi desenvolvida também uma formulagéo de disperséo soélida (NYS
DS (A) pelo método de eliminacao de solvente com emprego do liofilizador. O objetivo
dessa técnica foi utilizar a agua como solvente, em substituicdo aos solventes
organicos (acetona, dimetilformamida e etanol), j& que podem apresentar problemas
de toxicidade (VO, PARK, LEE, 2013).

A Tabela 12 apresenta todas as formulacbes de dispersbes solidas

desenvolvidas e o resultado obtido em relacdo ao aspecto do produto. Nesta etapa

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



78

objetivou-se a obtencao de um material na forma soélida, que pudesse ser pulverizado,
tamisado e incorporado a um gel mucoadesivo oral.

Inicialmente, as formulacdes de carreadores de 12 e 22 geracbes (PLA, PVPK
29-32, lactose, HPMC, methocel ™ K 4M), do Grupo 1 (Tabela 1), foram selecionados
para compor formulagées com proporgdo de 1:25 (NYS: carreador) inicialmente,
visando a obtencdo de produtos soélidos. Assim, constatando-se a formacdo de um
produto solido, a proporcao de carreador foi reduzida na etapa seguinte para, 1:10,
1:5 e 1:1 (NYS:carreador).

As formulagbes NYS DS G1 (2) e NYS DS G1 (3), produzidas com 0s
carreadores plasdone e povinilpirrolidona, respectivamente, ndo resultaram em um
material solido, na forma de solido. Ambas formula¢gdes, apdés o processo no
evaporador rotativo, ndo houve formacao de um solido, o que levou a conclusdo da
nao formacao de disperséo (Tabela 12). Assim, descartou-se o uso de PLA e PVPK
29-32 como carreadores no preparo de futuras formulacdes de dispersdes solidas.

Por outro lado, as formulac6es NYS DS G1 (4), NYS DS G1 (6) e NYS DS G1
(7), apos a retirada total dos solventes apresentaram-se como um material sélido e de
cor amarela. No caso das preparagbes NYS DS G1 (6) e (7), os produtos obtidos
apresentavam um aspecto volumoso e floculoso, mas que poderia ser incorporado a
preparacao semi-solida. Essa caracteristica foi atribuida ao HPMC, um excipiente
farmacéutico polimérico, de alto peso molecular, que fornece alta viscosidade as
preparacdes (ROWE, SHIESKEY, QUINN, 2009).

Mediante a obtencdo de material sélido das formulacdes contendo lactose,
HPMC e methocel, foi proposto o preparo de outras, com 0s mesmos carreadores,
porém em concentracdes mais baixas. Assim, foram desenvolvidas as seguintes
formulacbes de dispersfes sodlidas: NYS DS G1 (14), (15) e (16) (compostas de
methocel, nas proporc¢des de 1:10, 1:5 e 1:1, respectivamente); NYS DS G1 (17), (18)
e (19) (compostas de HPMC, nas proporcdes de 1:10, 1:5 e 1:1, respectivamente); e
NYS DS G1 (20), (21) e (22) (compostas de lactose, nas proporgdes de 1:10, 1.5 e
1:1, respectivamente). Porém, infelizmente, em todos os casos ndo ocorreu a
formacao de material solido.

Por fim, foram avaliadas as formulacées contendo os carreadores de 32
geracéo: Polo 188 e Polo 407. As proporc¢oes destes carreadores foram selecionadas

conforme estudos realizados por Gouveia (2011). Assim, foram propostas 4
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formulag6es contendo NYS e carreador Polo 407, nas proporgoes de 1:1, 1:2, 1:3, e
1:4. E também foram propostas as formulacdes contendo NYS e Polo 188, nas
mesmas propor¢cdes de 1:1, 1:2, 1:3, e 1:4. Todas as formula¢gdes do Grupo 2 levaram
a formacéo de material solido e de cor amarela. A Figura 6 ilustra uma formulacdo de
disperséo soélida contendo NYS e Polo 188, NYS DS G2 (49).

Figura 6 — Fotografia da formulagcdo NYS DS G2 (49), contendo NYS e Polo 188 na
proporcao de 1:1, durante a etapa de pulverizacao em gral de porcelana.
) . -
<.

Foi desenvolvida também uma formulacdo de dispersdo sdlida com emprego
de liofilizador para remocdo do solvente. O carreador selecionado para esta
formulacéo foi o Polo 407, em funcdo dos bons resultados quanto a solubilidade,
observados em estudos anteriores (GOUVEIA, 2011). Assim, a NYS DS (A), contendo
NYS e Polo 407 na proporgéo 1:1, foi proposta com agua como solvente, escolhida
por ser um solvente sem toxicidade. Contudo sua remoc¢&o com uso do evaporador
rotativo € mais dificil, devido ao seu ponto de ebulicdo mais alto (quando comparado
aos os solventes orgéanicos. Assim, a técnica por liofilizacéo para eliminacao da agua
levou a formacao de um material sélido, na forma de p6 e de cor amarela.
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Formulacédo Descricao Aspecto Equipamento
NYS DS G1 (2) 0,2gNYS +5,09gPLA Nao formou sélido Rotaevaporador
+
NYS DS G1 (3) 0.29 NYSZQ_S’ZO g PVPK Nao formou solido Rotaevaporador
NYS DS G1 (4) 0,2 g NYS + 5 g lactose Material sélido Rotaevaporador
NYS DS G1(20) 0,2gNYS +2,0glactose N&o formou sélido Rotaevaporador
NYSDS G1(21) 0,2gNYS+1,0glactose Nao formou sdélido Rotaevaporador
NYS DS G1(22) 0,2gNYS +0,2glactose Nao formou sdélido Rotaevaporador
NYS DS G1 (6) 0,2g NYS +5 g HPMC Material sélido Rotaevaporador
NYSDS G1(17) 0,2gNYS+2,0gHPMC Nao formou sélido Rotaevaporador
NYSDS G1(18) 0,2gNYS+1,0gHPMC Nao formou sélido Rotaevaporador
NYSDS G1(19) 0,2gNYS+0,2gHPMC  N&o formou sélido Rotaevaporador
NYSDS G1(7) 0,2gNYS +5 g methocel Material sélido Rotaevaporador
NYS DS G1 (14) 02gNYS+2,09 Material solido Rotaevaporador
methocel
+
NYS DS G1 (15) 0.2gNYS+109 N&o formou sélido Rotaevaporador
methocel
+
NYS DS G1 (16) 0.2gNYS+02g Nao formou soélido Rotaevaporador
methocel
NYS DS G2 (45) 5,0 g NYS + 5,0 Polo 407 Material sélido Rotaevaporador
N . -
NYS DS G2 (46) 500 NYiml0,0 Polo Material sélido Rotaevaporador
+ M ial soli
NYS DS G2 (47) .09 NYi0715,0 Polo aterial solido Rotaevaporador
. . -
NYS DS G2 (48) 500 NY30720,0 Polo Material sélido Rotaevaporador
NYS DS G2 (49) 5,0g NYS +5,0 Polo 188 Material sélido Rotaevaporador
N . .
NYS DS G2 (50) 500 NY51881O,0 Polo Material sélido Rotaevaporador
+ M ial soli
NYS DS G2 (51) .09 NY818815’0 Polo aterial solido Rotaevaporador
R . -
NYS DS G2 (52) 5049 NY818820,0 Polo Material sélido Rotaevaporador
NYS DS (A) 1 g NYS + 1 g Polo 407 Material sélido Liofilizador

Tabela 12 — Resultados de obtenc¢éo das dispersoes soélidas de NYS com os diversos
carreadores e equipamentos diferentes.

PLA:

PVPK  29-32:

HPMC:

Legenda: NYS: nistatina, plasdone, polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulose, Polo 407: poloxamer 407, Polo 188: poloxamer 188.
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5.1.3 Caracterizacdo das NYS DS Obtidas

Apoés a obtencdo das NYS DS que resultaram em um solido, foi iniciada a sua
caracterizacao, para avaliar a formacao desses novos sistemas. Preliminarmente, foi
escolhida para uma fase inicial a andlise térmica, empregando as técnicas de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e terrmogravimetria/termogravimetria
derivada (TG/DTG).

Num segundo momento, as NYS DS que demonstraram a formacdo do
sistema, diferente de uma simples mistura fisica dos componentes de partida (NYS
MF), foram avaliadas quanto a solubilidade em agua e nas solucdes de tampéao
acetato pH 5,5 e de tampéao fosfato pH 7,0.

Por fim, dentre as NYS DS analisadas em relacdo a solubilidade, aquela que
apresentou maior valor deste parametro, foi caracterizada por meio de analises
complementares como, difracdo de raio-X (DRX), espectroscopia de infravermelho
com transformada em Fourier (FTIR) e permeabilidade em membrana paralela
(PAMPA). Na Figura 7 estd indicada a sequéncia das técnicas usadas na

caracterizagdo da NYS DS.
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Obtencédo das NYS DS

Formulacdes:

NYS DS G1 (4), NYS DS G1 (6), NYS DS G1 (7), NYS
DS G1 (14), NYS DS G2 (45), NYS DS G2 (46), NYS
DS G2 (47), NYS DS G2 (48), NYS DS G2 (49), NYS
DS G2 (50), NYS DS G2 (51) e NYS DS G2 (52), NYS
DS (A).

Formacéao de um

material sélido

\4

Caracterizacao das
NYS DS por DSC e
TG/DTG

Formulacdes:

NYS DS G1 (4), NYS DS G1 (6), NYS DS G1 (7), NYS
DS G1 (14), NYS DS G2 (45), NYS DS G2 (46), NYS
DS G2 (47), NYS DS G2 (48), NYS DS G2 (49), NYS
DS G2 (50), NYS DS G2 (51) e NYS DS G2 (52), NYS
DS (A).

A\ 4
Avaliacéo da

Solubilidade

Formulacdes:

NYS DS G1 (6), NYS DS G1 (7), NYS DS G1 (14), NYS
DS G2 (47), NYS DS G2 (48), NYS DS G2 (49 e NYS
DS (A).

A Formulacao:
DRX, FTIR e PAMPA
NYS DS G2 (49)

Figura 7 — Fluxograma das técnicas empregas para caracterizacao das NYS DS, e a
sequéncia usada, de acordo com os resultados obtidos.

5.1.3.1 Analise Térmica

A andlise térmica abrange um grupo de técnicas, onde uma propriedade fisica
de uma substancia e/ou seus produtos &€ mensurada em fungcéo da temperatura ou do
tempo, sendo essa substancia submetida a aguecimento, sob uma programacéo de
temperatura controlada (WENDLANT, 1986).
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A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é a técnica na qual é medida a
diferenca de energia fornecida a substancia e a um material de referéncia,
termicamente inerte, em funcéo da temperatura, enquanto a substancia e a referéncia
sdo submetidas a uma programacdo controlada de temperatura (GIOLITO;
IONASHIRO, 1988).

J& a termogravimetria (TG) € a técnica de analise em que a variagdo de massa
da amostra, perda de massa, é determinada em funcéo da temperatura e/ou tempo, a
medida que a amostra é submetida a uma programacao controlada da temperatura.
Essa técnica, portanto, permite avaliar a estabilidade térmica da amostra e
acompanhar o andamento de reagcfes de oxidacdo, desidratacdo, combustdo e
decomposicdo (GIOLITO; IONASHIRO, 1988).

O objetivo foi avaliar o comportamento térmico das formulacfes de dispersbes

sOlida de NYS, da NYS MP, dos carreadores e das misturas fisicas correspondentes.

5.1.3.1.1 Anélise Térmica de NYS e Carreadores

Inicialmente, foi importante avaliar o comportamento térmico da NYS e dos
carreadores de forma individual e, posteriormente, avaliar juntamente com as
formulacBes e respectivas misturas fisicas. Dessa forma, foram observados os
comportamentos inerentes do farmaco e dos carreadores.

A Figura 8 ilustra a curva DSC da NYS. Nela pode-se observar 3 eventos
endotérmicos (Tpico de 158,2; 166,4; 174,8°C) e um exotérmico (Tpico 262,6°C). A
curva ndo demonstrou um pico definido, caracteristico de fusdo, como pode ser visto
em outras substancias. De fato, foram observados 3 pequenos picos endotérmicos
entre 150 e 175°C. Esses eventos indicam que a NYS MP ndo estd pura,
provavelmente ha presencas de impurezas. Como nas Farmacopeias Brasileira
(2010) e Americana (2013), a NYS é descrita como uma substéncia ou mistura de 2
ou mais substancias, como representada na Figura 10, esse resultado pode sugerir a
presenca de outros compostos. Essa complexidade se deve ao processo produtivo da
NYS, por fermentacdo. Assim, 3 compostos biologicamente ativos sdo produzidos,
denominados NYS A1, NYS A2 e NYS A3 (F. BRAS. 2010a; U.S., 2013;
BRESCANSIN, 2006).
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Na Figura 9 esta representada a curva TG/DTG da NYS. Nela foram vistos 2
eventos na faixa de temperatura 25 a 100°C (Tpico de 25,9 e 91,8°C), com perdas de
massa de 0,15 e 3,18%, respectivamente. Esses podem indicar a perda de agua
superficial da NYS. Ainda foram observados eventos em torno de 150, 200, 250 e
450°C (Tpico de 161,6; 194,8; 245,4; 431,7°C), com perdas de massa de 10,38; 16,90;
25,89; 71,71%, respectivamente. Por volta de 450°C, na curva TG/DTG foi observado
mais uma perda de massa de 71,71%, que levou a sugestdo de decomposicao final
do composto.

Segundo o trabalho de Konell (2014) que realizou a técnica de DSC para avaliar
a NYS MP, foi visto um evento endotérmico, de pico Unico, Tpico 168,77°C. Segundo
a autora, o pico unico é decorrente do processo de fusédo do farmaco. No entanto, o
pico € mais largo do que quando se observa outras substancias, o que € sugerido pela
mistura de NYS Al, NYS A2 e NYS A3. Da mesma forma, Brescani (2006) discute em
seu trabalho na curva DSC da NYS a presenca de apenas um pico endotérmico (Tpico
179,75 °C), que também ¢é largo, indicando a presenca de mais de um composto de
NYS.

Todavia, no presente estudo, ndo foi encontrado um pico Unico e largo, mas 3
pequenos picos na mesma faixa de temperatura dos trabalhos de Konell (2014) e
Brescani (2006). Dessa maneira, € possivel que a NYS MP desse estudo também

tenha mais de um tipo de NYS.
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Figura 8 — Curva DSC da NYS obtida sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e
razao de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 9 — Curva TG/DTG da NYS obtida sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min),
razdo de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2 mg,
aproximadamente.
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Figura 10 — Estruturas das NYS Al, A2 e A3 (adaptado de BRESCANSIN, 2006).
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Em relacdo as dispersdes solidas desenvolvidas neste trabalho, a lactose foi o
primeiro carreador analisado, pertencente a 12 primeira geracdo. E normalmente
empregada como excipiente farmacéutico, sobretudo como diluente na producédo de
comprimidos e capsulas, e também como carreador de dispersdes solidas (ROWE,
SHIESKEY, QUINN, 2009, GIRI et al., 2012, SAKEER et al., 2010).
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A curva DSC da lactose (Figura 11) apresenta um evento endotérmico com
Tpico em 149,6°C, que corresponde a desidratacdo e dois outros endotermas, com
Tpico de 220,8 e 238,1°C, respectivamente, que podem ser relacionados a
decomposicédo da lactose. Por sua vez, a curva TG/DTG (Figura 12) demonstra perda
de massa de 5,0%, na mesma faixa de temperatura em que se observa o primeiro
pico da curva DSC (148°C), o que confirma a perda de agua de cristalizacao. A partir
de 150°C, inicia-se um gradativo decaimento da massa, que corresponde a
decomposicdo da lactose. No entanto, segundo os pesquisadores Alves (2007) e
Costa (2005), que descrevem um evento exotérmico sutil na curva DSC da lactose
estudada por esses autores, que corresponderia a transicdo cristalina da lactose

anidra, da forma a a forma . Esse evento, ndo € notado na curva DSC da lactose.

Figura 11 — Curva DSC da lactose obtida sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min)
e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 12 — Curva TG/DTG da lactose obtida sob atmosfera dinamica de N2 (100
mL/min), razdo de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2 mg,

aproximadamente.
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Outro carreador utilizado neste trabalho foi HPMC, classificado como de 22
geracdo (VANSCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007). No presente estudo, foi
empregado HPMC de duas origens distintas, porém com mesma viscosidade (solucao
aguosa a 2%, com 4000 CP): HPMC da empresa Henrifarma e Methocel K4M, da
empresa Colorcon (COLORCON, 2000). Esse, também um excipiente farmacéutico,
€ amplamente empregado pela industria farmacéutica, como aglutinante, agente de
revestimento, modificador de liberagdo e agente suspensor (ROWE, SHIESKEY,
QUINN, 2009).

Diversos foram os trabalhos encontrados na literatura cientifica, empregando o
HPMC como carreador. Isso se deve a sua biocompatibilidade, por ser atoxico e
biodegradavel. Aléem disso, apresenta uma propriedade importante: sua capacidade
de solubilizar farmacos de baixa solubilidade, quando comparado a outros polimeros
também hidrofilicos (ALVES et al., 2012).

As curvas DSC do HPMC e do methocel K4M estao ilustradas nas Figuras 13
e 14, respectivamente. Em ambas as curvas foi observado um endoterma entre 175 e

200°C. No entanto, a curva DSC do HPMC apresentou um pico mais fino, pronunciado
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e de maior intensidade (Tpico = 181,6°C), enquanto na curva DSC do methocel K4M
0 pico se mostrou mais largo e de menor intensidade (Tpico = 195,7°C).

Quando se comparou as curvas TG/DTG do HPMC e do methocel K4M,
ilustradas nas Figuras 15 e 16, foi notada uma semelhanca entre elas. Ambas
apresentam apenas uma perda de massa de 93,7% (HPMC) e 95,37% (methocel
K4M), por volta de 350°C. Isso indicou que esses carreadores sofreram
decomposicao, ja que a perda de massa foi alta. No entanto, ndo foram observados
eventos entre 175 a 200°C, como nas suas curvas DSC. Assim, voltando as curvas
DSC, os eventos observados possivelmente podem estar relacionados a transicdo
vitrea dos polimeros, passando de um estado mais rigido para um mais flexivel
(LOPES, LOBO, COSTA, 2005).

Figura 13 — Curva DSC do HPMC obtida sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min)
e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 14 — Curva DSC do methocel K4M, obtida sob atmosfera dinamica de N2
(50mL/min) e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 15 — Curva TG/DTG do HPMC, obtida sob atmosfera dinamica de N2 (100
mL/min), razdo de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2 mg,

aproximadamente.
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Figura 16 — Curva TG/DTG do methocel K4M, obtida sob atmosfera dinamica de N2
(100mL/min), razdo de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2 mg,

aproximadamente.
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Por fim, também foram avaliados os carreadores da 32 geracdo: Polo 188 e
Polo 407 (ALVES et al., 2012; GOUVEIA, 2011). Esses adjuvantes sdo comumente
empregados pela industria farmacéutica como agente dispersante, emulsificante,
solubilizante e, em comprimidos, como lubrificante e aglutinante. Sao copolimeros ndo
ibnicos de polioxietileno-polioxipropileno e sdo encontrados no estado sélido (ROWE,
SHIESKEY, QUINN, 2009). O segmento polioxietileno € hidrofilico, enquanto o
segmento polioxipropileno é hidrofébico e em razao dessa caracteristica, sdo usados
como agentes tensoativos (ROWE, SHIESKEY, QUINN, 2009).

O Polo 188 apresenta peso molecular de 7680 a 9510 g/mol, EHL (equilibrio
hidrofilo-lipéfilo) igual a 29 e tem ponto de fuséo entre 52 a 57°C (GOUVEIA, 2011,
ROWE, SHIESKEY, QUINN, 2009). Na curva DSC (Figura 17) deste, observou-se 2
eventos: um endotérmico, bem definido, com pico fino e com alta intensidade, por volta
de 50°C (Tpico= 48,6°C); e outro exotérmico, com pico mais largo, de menor
intensidade, na faixa de 130 a 175°C (Tpico = 153,7°C). O primeiro evento refere-se
a fuséo, ja que quando comparado, na mesma faixa de temperatura, a curva TG/DTG
(Figura 18), ndo se percebe a variagdo de massa, o qual também é relatado na
literatura. Estes resultados s&o semelhantes aos descritos nos trabalhos de Alves
(2007) e Gouveia (2011). Entretanto, o segundo evento exotérmico observado no

presente trabalho, em torno de 150°C, néo foi relatado nos trabalhos de Alves (2007)
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e Gouveia (2011), por outro lado, estes pesquisadores encontraram um evento
exotérmico, por volta de 320°C, que corresponde a decomposicdo do material. No
entanto, na curva DSC do Polo 188 aqui demonstrada ndo poderia ser encontrado tal
evento, pois o ensaio foi realizado até 300°C.

Assim voltando a curva TG/DTG do Polo 188, foi visto que realmente ndo ha
variacdo de massa por volta de 300°C. Porém, em 392,6°C, ocorre com uma perda de
massa quase total, igual a 98,85%, o0 que corrobora com os dados da literatura, e
corresponde a decomposicao do material (ALVES, 2009; GOUVEIA, 2011).

Apesar da revisdo da literatura cientifica com Polo 188 e Polo 407, néo foi
encontrado o pico exotérmico a 153,7°C, ou aproximadamente, como observado na
curva DSC (ALVES, 2009; GOUVEIA, 2011; KOLASINAC et al., 2012; Li et al., 2010;
PASSERINI et al.,, 2002; SHARMA,; JAIN, 2010). O pico exotérmico observado a
153,7°C, pode estar relacionado com método usado no ensaio, ja que este foi
realizado com cadinho hermeticamente fechado, o que pode levar ao aprisionamento

dos volateis.

Figura 17 — Curva DSC do Polo 188 obtida sob atmosfera dinamica de N2 (50mL/min)
e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 18 — Curva TG/DTG do Polo 188 obtida sob atmosfera dinamica de N2
(100mL/min), razdo de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2 mg,

aproximadamente.
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Por sua vez, Polo 407 possui peso molecular de 9840-14600 g/mol, EHL de
18 a 23 e tem ponto de fuséo entre 52 a 57°C (GOUVEIA, 2011; ROWE, SHIESKEY,
QUINN, 2009). Na curva DSC deste, ilustrada na Figura 19, foram observados um
endoterma, com Tpico igual a 51,1°C; e um exoterma, com Tpico igual a 151,9°C.
Esses eventos sdo muito semelhantes aos encontrados nas curvas DSC do Polo 188.
Dessa forma, sendo o Polo 407 quimicamente relacionada ao Polo 188, acredita-se
que o primeiro pico também corresponde a fusdo do composto (ALBERTINI et al.,
2010; GOUVEIA, 2011; KOLASINAC et al., 2012; Li et al., 2010).
Ja na curva TG/DTG do Polo 407 (Figura 20), é observado que esse carreador
€ termicamente estavel até 302,3°C; com Tpico igual a 398°C e perda de massa de
98,98%, que corrobora com sua curva DSC e os resultados encontrados por Gouveia

(2011), correspondendo a decomposi¢éo do tensoativo.

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



94

Figura 19 — Curva DSC do Polo 407 obtida sob atmosfera dinamica de N2 (50mL/min)
e razdo de aquecimento de 10°C/min.

] N

-2000 (

-4000

endo

-6000

i

-10000

DSC (mW)

-12000 T T T T T T T T T T T T T T T J
0 50 100 150 200 250 300 350

Temperatura (°C)

Figura 20 — Curva TG/DTG do Polo 407 obtida sob atmosfera dinamica de N2
(100mL/min), razdo de aquecimento de 10°C/min, com massa de amostra de 2 mg,

aproximadamente.
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Baseado nos resultados das técnicas de analise térmica, pode-se concluir que
a NYS e os carreadores lactose, HPMC e methocel K4M n&o sofrem qualquer
alteracdo por voltar da temperatura de 50°C (onde foi realizado a producao de NYS
DS), demonstrado nas respectivas curvas DSC e TG/DTG. Ja os carreadores Polo
188 e Polo P 407 sofrem fusdo em torno dessa temperatura, como observado nas
suas curvas DSC e TG/DTG. Sendo a fusdo um processo de mudanca de estado, ou
seja, fisico, poderia favorecer o processo de obtencdo das dispersdes sélidas,
dissolvendo melhor a NYS. Na Tabela 13, foram reunidos os eventos encontrados nas
curvas DSC e TG/DTG da NYS e dos carreadores.
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Substancias Eventos observados nas curvas DSC Eventos observados nas curvas TG/DTG
Endotermas - T pico (°C) Exotermas - T pico (°C) T pico (°C) Perda de massa (%)
158,2 262,6 25,9 0,15
166,4 91,8 3,18
NYS MP 174,8 161,6 10,38
194,8 16,90
2454 25,89
431,7 71,71
149,6 148 5,0
Lactose 220,8 248,5
238,1
HPMC 181,6 351,1 93,70
Methocel 195,7 350,9 95,37
Polo 188 48,7 153,7 392,6 98,85
Polo 407 51,1 151,9 398,0 98,98

Tabela 13 — Eventos encontrados nas curvas DSC e TG/DTG da NYS, lactose, HPMC, methocel, Polo 188 e Polo 407.
Legenda: NYS MP: nistatina matéria-prima, HPMC: hidroximetilpropilcelulose, Polo 188: poloxamer P 188, Polo 407: poloxomer P 407.
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5.1.3.1.2 Anélise Térmica das NYS DS Obtidas

Apos a avaliacdo da NYS e dos carreadores individualmente, foram analisadas
NYS DS e NYS MF, com objetivo de verificar seu comportamento térmico e, assim,
observar se ocorreu a formagao de uma nova “espécie”, ou seja, de um novo sistema
farmacéutico (NYS DS), o que levaria a observacdo de eventos distintos daqueles
encontrados na simples mistura do farmaco com o carreador.

Inicialmente, foram avaliadas as formulagdes do Grupo 1: NYS DS G1 (4), (6),
(7) e (14), contendo como carreadores lactose monohidratada, HPMC e methocel
K4M, respectivamente.

Nas Figuras 21 e 22, foram apresentadas as curvas DSC e TG/DTG da NYS,
lactose, NYS MF (4) e da NYS DS G1 (4). Na curva DSC da NYS MF (4), foram vistos
2 eventos endotérmicos, de intensidade semelhantes: o primeiro corresponde a NYS,
e 0 segundo, a lactose, os quais foram observados nas curvas DSC dos compostos
puros, sendo um somatorio de eventos. Ja, na curva DSC da NYS DS G1 (4) foram
notados 2 endotermas, com intensidades distintas. Assim, ao comparar as curvas
DSC da NYS DS G1 (4) e NYS MF (4), foram observados eventos distintos, onde na
primeira se caracterizou pela presenca de NYS e lactose, enquanto na segunda o0s
eventos foram outros dos compostos de partida.

Por outro lado, quando se observou as curvas TG/DTG das espécies
supracitadas, ndo se pode concluir que ocorreu formacédo da disperséo sélida. Isso
porque as curvas da NYS MF (4) e da NYS DS G1 (4) sdo semelhantes. Portanto,
sendo os eventos encontrados nas curvas DSC e TG/DTG inconclusivos, foi decidido
gue a NYS DS G1 (4) deveria ser abandonada e focar nas formulacées NYS DS que

podem ser mais promissoras.
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Figura 21 — Curvas DSC da NYS, da lactose, da NYS MF (4) e da NYS DS G1 (4),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 22 — Curvas TG/DTG da NYS, da lactose, da NYS MF (4) e da NYS DS G1 (4),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 23 e 24, foram demonstradas as curvas DSC e TG/DTG da NYS,
do HMPC, da NYS MF (4) e da NYS DS G1 (6). Na curva DSC da NYS MF (6) foram
observados 2 endotermas, que correspondem a NYS e ao HPMC, respectivamente.
Ja na curva DSC da NYS DS G1 (6) foi visto apenas um endoterma. Ao confrontar as
curvas DSC da NYS DS G1 (6) e da NYS MF (6), pode-se constatar que ha uma
grande distincdo entre elas. Ja as curvas TG/DTG do HPMC e da NYS MF (6)
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apresentaram um perfil bem semelhantes com 2 perdas de massa. A curva TG/DTG
da NYS DS G1 (6), por sua vez, expde 3 perdas de massa e foi bem distinta das
demais, principalmente da NYS MF (6), sugerindo que ha uma nova espécie. Assim,
esses resultados de analise térmico indicam a formac&o de um novo sistema e, entao,

foi decidido dar continuidade com estudos para NYS DS G1 (6).

Figura 23 — Curvas DSC da NYS, do HPMC, da NYS MF (6) e da NYS DS G1 (6),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 24 — Curvas TG/DTG da NYS, do HPMC, NYS MF (6), e da NYS DS G1 (6),
obtida sob atmosfera dindmica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 25 e 26, estdo demonstradas as curvas DSC e TG/DTG da NYS,
do methocel K4M, da NYS MF (7), e da NYS DS G1 (7). A curva DSC da NYS MF (7)
apresentou 2 picos endotérmicos, que corresponderiam a NYS e ao HPMC, sendo
uma soma de eventos. Ja a curva DSC da NYS DS G1 (7) exibiu um s6 pico
endotérmico, intenso e largo. As diferencas também foram notadas, quando na anélise
comparativa das curvas TG/DTG. Esses resultados sugerem de um novo sistema.
Baseado nesses resultados, a NYS DS G1 (6) foi estudado nos ensaios seguintes,

como no fluxograma da Figura 7.

Figura 25 — Curvas DSC da NYS, do methocel, NYS MF (7), NYS DS G1 (7), obtidas
sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 26 — Curvas TG/DTG da NYS, do methocel, da NYS MF (7), e da NYS DS G1
(7), obtidas sob atmosfera dindmica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 27 e 28, estdo apresentadas as curvas DSC e TG/DTG da NYS,
do methocel K4M, da NYS MF (14) e NYS DS G1 (14). As curvas DSC da NYS MF
(14) e da NYS DS G1 (14) foram bem distintas. Na curva DSC da NYS MF (14) pode-
se sugerir uma soma de eventos da NYS e do methocel K4M. E na curva DSC da NYS
DS G1 (14), foi notado um pico endotérmico, que nao € visto na curva DSC da NYS
MF (14). Dessa forma, esse resultado indicou a formacdo de um novo sistema
farmacéutico. Ainda, nas curvas TG/DTG da NYS MF (14) e NYS DS G1 (14), também
foi notada a diferenca do comportamento térmico. Portanto, os resultados de ambas
as andlises corroboram com a presenca de nova espécie, dando prosseguimento ao

estudo dessa formulagéo.

Figura 27— Curvas DSC da NYS, do methocel, NYS MF (14), NYS DS G1 (14), obtidas
sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Figura 28 — Curvas TG/DTG da NYS, do methocel, NYS MF (14) e NYS DS G1 (14),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de

10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Dando continuidade as observacdes sobre comportamento térmico, foram

analisadas as formulacdes de disperséo solidas do Grupo 2.

Nas Figuras 29 e 30, encontram-se as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do Polo
407, NYS MF (45) e NYS DS G2 (45). Na curva DSC da NYS MF (45), foram vistos 3
endotermas, o que indica um somatorio de eventos das curvas DSC da NYS e do Polo
407. E a curva DSC da NYS DS G2 (45) exibiu 3 endotermas nas mesmas
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temperaturas. Todavia, 0s eventos, apesar na mesma faixa de temperatura se
apresentam com intensidade diferente.

Ja a curva TG/DTG da NYS MF (45) revelou eventos que correspondem as
curvas da NYS e do Polo 407, o que reporta a uma soma de eventos. A curva TG/DTG
da NYS DS G2 (45) apresentou bem semelhante a curva TG/DTG da NYS MF (45).
Assim, diante dos resultados, ndo € possivel sugerir que houve formagédo de um novo

sistema. Entéo, foi decidido a ndo continuidade de ensaios com essa formulacao.

Figura 29 — Curvas DSC da NYS, do Polo 407, da NYS MF (45) e da NYS DS G2 (45),
obtidas sob atmosfera dindmica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 30 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 407, da NYS MF (45) e da NYS DS G2
(45), obtida sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 31 e 32, encontram-se as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do Polo
407, da NYS MF (46) e da NYS DS G2 (46). Na curva DSC da NYS MF (46), foram
observados 3 endotermas, que correspondem a uma soma de eventos da NYS e do
Polo 407. Ja na curva DSC da NYS DS G2 (46), foram notados 2 endotermas em e
um exoterma, o que indicaria a distincdo entre essas espécies, ou seja, sugerindo a
presenca de espécie distintas. Ja as curvas TG/DTG da NYS MF (46) e NYS DS G2

(46) apresentaram bem préximos, com quase a mesma perda e a partir desses perfis
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ndo foi visto a possivel formacdo de um sistema novo. Logo, foi decidido néo

prosseguir com estudos dessa formulagéo.

Figura 31 — Curvas DSC da NYS, do Polo 407, da NYS MF (46) e da NYS DS G2 (46),
obtidas sob atmosfera dindmica de Nz (50 mL/min) e razdo de aquecimento de

10°C/min.
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Figura 32 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 407, da NYS MF (46), e da NYS DS G2
(46), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), raz&o de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 33 e 34, encontram-se as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do Polo
407, da NYS MF (47) e da NYS DS G2 (47). As curvas DSC da NYS MF (47) e da
NYS DS G2 (47) apresentaram 2 picos endotérmicos (entre 25 e 200°C), porém de
intensidade sutilmente diferente. E em torno de 300°C, somente na curva DSC da NYS
DS G2 (47) ocorre o inicio de um possivel evento endotérmico. Ao observar essas

curvas, € possivel perceber que elas sao distintas, o que leva a indicar a presenca de

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



110

um novo sistema. Ainda nas curvas TG/DTG NYS MF (47) e da NYS DS G2 (47),
possuem perfis semelhantes até aproximadamente 400°C. A partir dai a NYS DS G2
(47) tem perda de massa menor, também indicando que uma nova “espécie” foi

formada. Assim, a NYS DS G2 (47) teve estudos continuados.

Figura 33 — Curvas DSC da NYS, do Polo 407, daNYS MF (47) e da NYS DS G2 (47),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 34 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 407, da NYS MF (47), e NYS DS G2
(47), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), raz&o de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 35 e 37, encontram-se as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do Polo
407, da NYS MF (48) e NYS DS G2 (48). Na curva DSC da NYS DS G2 (48) foram
notados 2 endotermas mais intensos, enquanto da curva DSC da NYS MF (48), foram
vistos eventos semelhantes, porém de menor intensidade. E ainda apenas na curva
DSC da NYS DS G2 (48) foi visto um pequeno endoterma, o que pode indicar a
presenca de uma nova espécie. Ja as curvas TG/DTG da NYS MF (48) e NYS DS G2
(48) apresentaram apenas uma perda de massa, porém com uma discreta diferenca

entre elas. A NYS MF (48) apresentou-se mais instavel termicamente, porque foi vista
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uma perda de massa ligeiramente maior quando comparada a NYS DS G2 (48). Com
base nesses resultados, acreditou-se que a formulacdo NYS DS G2 (48) pode ser um

Nnovo sistema e com isso, 0s estudos foram continuados.

Figura 35 — Curvas DSC da NYS, do Polo 407, daNYS MF (48) e da NYS DS G2 (48),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 36 — Curvas TG/ da NYS, do Polo 407, da NYS MF (48) e da NYS DS G2 (48),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 37 e 38, encontram-se as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do Polo
407, da NYS MF (A) e da NYS DS (A). Na curva DSC da NYS MF (A), foram
observados 3 eventos endotérmicos que sdo semelhantes ao encontrados nas curvas
de NYS e Polo 407, indicando uma soma de eventos do farmaco e do carreador.
Também foram vistos 3 endotermas na curva DSC da NYS DS (A), nas faixas de
temperaturas proximas dos eventos da mistura fisica. Todavia, os eventos em cada
espécie foram de intensidades distintas, o que levou a acreditar que essa formulacao
€ um sistema novo. Ja nas curvas TG/DTG da NYS MF (A) e NYS DS (A), ambas
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apresentaram perfis parecidos, com 2 perdas de massa, porém apenas a curva
TG/DTG da NYS DS (A) pareceu um leve crescimento, indicando um ganho de massa
(mais evidente na curva DTG). Esse evento ultimo contribui para distinguir a NYS DS
(A) da NYS MF (A) e, dessa forma, pode-se sugere que pode ter ocorrido a formacao

de uma nova espécie.

Figura 37 — Curvas DSC da NYS, do Polo 407, da NYS MF (A) e da NYS DS (A),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.

> N 7%/7?—-‘@-—_
L —X
-2000
= -4000
=
E
@) -6000
2]
(@]
-8000
3
3 —NYS
-10000 A — Polo 407
NYS MF (A)
——NYS DS (A)
-12000 T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Temperatura (°C)

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



115

Figura 38 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 407, da NYS MF (A) e da NYS DS (A),
obtida sob atmosfera dindmica de Nz (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 39 e 40 estao ilustradas as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do
Polo 188, da NYS MF (49) e da NYS DS G2 (49). Na curva DSC da NYS MF (49),
foram notados 4 endotermas, que correspondem aos eventos observados nas curvas
DSC da NYS e do Polo 188, individualmente. Ja a curva DSC da NYS DS G2 (49)

apresentou um perfil distinto da mistura fisica, com 3 endotermas. Desse modo, esse
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resultado sugere que a ocorreu a presenca de nova espécie, pois a NYS DS G2 (49)

apresentou um comportamento singular. E quando as curvas TG/DTG da NYS MF

(49) e da NYS DS G2 (49) foram avaliadas, notou-se que elas apresentaram perfis

mais parecidos. Contudo em torno de 400°C, onde ocorreu a decomposicao final,

percebeu-se que as perdas de massa sdo sutiimente diferentes. De fato, a curva
TG/DTG da NYS MF (49) apresentou maior perda de massa que a da curva TG/DTG

da NYS DS G2 (49), na mesma faixa de temperatura, indicando que € mais estavel

termicamente e que houve a formacao de um novo sistema.

Figura 39 — Curvas DSC da NYS, do Polo 188, da NYS MF (49), e da NYS DS G2
(49), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de

10°C/min.
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Figura 40 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, da NYS MF (49), e da NYS DS G2
(49), obtida sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 41 e 42 estéo ilustradas as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do
Polo 188, da NYS MF (50) e da NYS DS G2 (50). Na curva DSC da NYS MF (50),
foram observados 4 endotermas, que corresponderiam aos eventos de NYS e Polo
188. E na curva DSC da NYS DS G2 (50), eventos similares, na mesma faixa de
temperatura, foram observados, embora de intensidade distinta. Esses resultados
parecem ser inconclusivos para indicar a formacao de um novo sistema. Quando as
curvas TG/DTG da NYS MF (50) e da NYS DS G2 (50) foram observadas, foi notado
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perfis bem parecidos (mais evidente nas curvas DTG). As curvas DTG da NYS MF
(50) e da NYS DS G2 (50) sao bem semelhantes, o indicaria que a formulagédo néo é
uma nova espécie e, diante desses resultados, foi decidido a descontinuidade dos
estudos com a NYS DS G2 (50).

Figura 41 — Curvas DSC da NYS, do Polo 188, NYS MF (50) e NYS DS G2 (50),
obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 42 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, NYS MF (50) e NYS DS G2 (50),
obtidas sob atmosfera dindmica de N2 (100 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Nas Figuras 44 e 45, estao ilustradas as curvas DSC e TG/DTG da NYS, do
Polo 188, da NYS MF (51) e da NYS DS G2 (51). Na curva DSC da NYS MF (51),
foram observados 3 endotermas, que correspondem a NYS e ao Polo 188,
isoladamente, indicando uma soma dos eventos desses compostos. Também foram
observados 3 endotermas na curva DSC da NYS DS G2 (51), na mesma faixa de
temperatura. Logo, as curvas DSC da NYS MF (51) e da NYS DS G2 (51) exibiram
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perfis muito semelhantes, indicando que ndo h& diferenca entre elas. Da mesma
forma, ao avaliar as curvas TG/DTG da NYS MF (51) e da NYS DS G2 (51), observou-
se grande semelhanca entre as curvas TG/DTG, sendo quase uma sobreposicéo, com
2 perdas de massa. Isso levou a sugerir que a formulacdo néo seria um novo sistema

e este ndo teve os estudos continuados.

Figura 44 — Curvas DSC da NYS, do Polo 188, da NYS MF (51), e da NYS DS G2
(51), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de
10°C/min.
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Figura 44 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, da NYS MF (51), e da NYS DS G2
(51), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), razdo de aguecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Por fim, nas Figuras 45 e 46 estao ilustradas as curvas DSC e TG/DTG da NYS,
do Polo 188, da NYS MF (52) e da NYS DS G2 (52). A curva DSC da NYS MF (52)
exibiu 2 endotermas, cerca de 50 e 250°C. O primeiro evento claramente corresponde
ao Polo 188, porém o segundo pico se mostrou bem deslocado para direita, distante
do da NYS. Possivelmente, esse evento se deve a quantidade do carreador, bem
maior, quatro vezes, que de farmaco. Ja a curva DSC da NYS DS G2 (52), foram

observados 3 picos endotérmicos. Assim, esta apresentou um endoterma a mais que
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a NYS MF (52), o que poderia indicar que houve a formacdo da disperséo solida.
Contudo, as curvas TG/DTG da NYS MF (52) e da NYS DS G2 (52) aparentam estar

sobrepostas, com 1 perda de massa, isso hao permite verificar que houve a formacéo

de um novo sistema. Por essa razao, essa formulacédo foi descontinuada dos demais

estudos.

Figura 45 — Curvas DSC da NYS, do Polo 188, da NYS MF (52) e da NYS DS G2 (52),
obtidas sob atmosfera dindamica de N2 (50 mL/min) e razdo de aquecimento de

10°C/min.
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Figura 46 — Curvas TG/DTG da NYS, do Polo 188, da NYS MF (52) e da NYS DS G2
(52), obtidas sob atmosfera dinamica de N2 (100 mL/min), raz&o de aquecimento de
10°C/min, com massa de amostra de 2 mg, aproximadamente.
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Mediante aos resultados de analises das técnicas, as formulacdes que se
mostraram diferentes das respectivas misturas fisicas, que indica a possivel presenca
de um novo sistema, também foram avaliadas no ensaio de solubilidade. As outras
formulagbes foram descontinuadas. Portanto, as preparagdes NYS DS G1 (6), (7),

(14), (47), (48), (49) e (A) foram pesquisadas.
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5.1.3.2 Avaliacéo da Solubilidade

Do ponto de vista quimico, o processo de solubilizacdo de uma substancia &
resultado de suas interacdes entre o soluto e a substancia que ira dissolvé-la, o
solvente. A solubilidade, entdo, pode ser definida como uma determinada quantidade
de soluto que se dissolve em uma determinada quantidade de solvente, alcangcado as
condi¢cbes de equilibrio. Assim, a solubilidade € um parametro quantitativoe & uma
propriedade fisica (MARTINS, LOPES, ANDRADE, 2013).

A Farmacopeia Brasileira, assim como as demais farmacopeias, trata a
solubilidade de uma substancia descrita como a quantidade desta, em gramas,
dissolvida em volume determinado, em mililitros (mL) e dessa forma, classifica os
compostos em 7 niveis, descritos no Quadro 11 (F. BRAS., 2010; STORPIRTIS et al.,
2011).

Por fim, a solubilidade, do ponto de vista da biofarmacia, € definida pela maior
dose de um farmaco aceita numa formulacéo oral, em um volume definido de agua.
Esta definicdo, distinta daquela que considera a termodinamica tradicional, foi
proposta por Amidon e colaboradores, que elaborou o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995; DEZANI et al., 2013; STORPITIS et al., 2011;
U.S., 2000).

Por esta razdo a solubilidade tem grande importancia para farmacos, assim
como a permeabilidade. Ainda sobre o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, os
farmacos podem ser classificados em 4 categorias, tais como Classe |, ou seja,
farmacos que apresentam alta solubilidade e alta permeabilidade; Classe I, isto €,
farmacos que apresentam baixa solubilidade e alta permeabilidade; Classe lll, ou seja,
farmacos que apresentam alta solubilidade e baixa permeabilidade e Classe IV, isto
€, fArmacos gque apresentam baixa solubilidade e baixa permeabilidade (AMIDON et
al., 1995).
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Solvente Termo descrito
Muito soltvel Menos de 1 parte
Facilmente solavel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco solavel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10 000 partes
Praticamente insollvel ou insoluvel Mais de 10 000 partes

Quadro 11 — Termos descritos de solubilidade, encontrados na Farmacopeia
Brasileira, 52 edicdo, 2010 (adaptado F. BRAS., 2010).

Dessa forma, a NYS é considerada como pertencente a Classe IV e funcao
disso, a producdo de medicamentos onde o solvente € agua, como as suspensdes
aquosas, torna-se um processo mais laborioso, além de estar menos disponivel na
cavidade oral (LINDEBERG, KOPP, DRESSMAN, 2004; SAKEER et al., 2010). De
fato, o tratamento da candidiase oral pela NYS pode ser menos efetivo devido a
diminuicdo progressiva de sua concentracdo na saliva, como consequéncia da
producdo constante de saliva e de sua baixa solubilidade em agua (LLABOT et al.,
2007).

Diante desse quadro, o desenvolvimento de dispersdes solidas foi realizado,
buscando o aumento da solubilidade desse farmaco. Apds o preparo das formulacdes
de NYS DS e sua caracterizacdo prévia por meio das técnicas de analise térmica, as
preparacdes de NYS DS G1 (6), NYS DS G1 (7), NYS DS G1 (14), NYS DS G2 (47),
NYS DS G2 (48), NYS DS G2 (49) e NYS DS (A) foram analisadas, bem como a NYS
MP correspondentes. Os dados foram reunidos na Tabela 14 e na Figura 48.

Inicialmente, as formulagdes contendo HPMC e methocel ndo se mostraram
adequadas para o estudo de solubilidade, empregando a técnica de shake-flask, ja
que estas preparacdes contém HPMC em grande quantidade (dez e 25 vezes mais
em relagdo a NYS. Foi visto, que apos 72 h, a formacdo de um material de
consisténcia gelatinosa, viscoso, que impossibilitou a retirada de um volume

determinado e sua posterior quantificacdo da porcéo de NYS dissolvida.
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Segundo Riekes e colaboradores (2014), que desenvolveram 3 formulagdes de
dispersado sdlida contendo nimesulida e HPMC, nas proporgdes de 1:9, 2:8 e 3:7,
menores gque as aqui usadas nesse estudo, foi possivel a avaliacdo da solubilidade
desses sistemas com uso de uma técnica semelhante a do presente estudo, diferindo
da adicao de lauril sulfato de sédio na concentracéo de 0,3 %p/v, 0 que poderia facilitar
a dissolugcéo das substancias. Em relagédo ao emprego de methocel e HPMC como
carreadores e comparando com outro estudo, pode-se concluir que a quantidade
grande de HPMC e methocel usada no presente estudo inviabilizou a avaliacdo da
solubilidade através da técnica de shake-flask.

Ja no estudo promovido por Adibkia e colaboradores (2013), também foram
desenvolvidas 3 formulagdes de disperséo sélida contendo naproxeno e HPMC, nas
proporcdes de 1:0,5; 1:1 e 1:2, essas com quantidade bem menores do carreador. O
estudo realizado por esse grupo avaliou a solubilidade do sistema por meio de ensaio
de dissolugéo. Dessa maneira, em alguns trabalhos o uso de HPMC na producgéo de
dispersdes sélidas é recorrente, porém, em propor¢cdes menores das que aqui
empregadas. Por essa razdo, no inicio deste trabalho foi idealizado a obtencéo de
NYS DS contendo HPMC e methocel em propor¢cdes menores (1:1 e 1:5). Contudo,
como descrito no item 5.1.2, ndo foi possivel obter um material sélido.

Dessa maneira, do ponto de visto analitico, com a formacéao de material viscoso
apos o ensaio de solubilidade, ndo foi possivel a quantificacdo de NYS dissolvida, nas
formulac6es onde HPMC era o carreador. Somado isso, outras formulacdes de NYS
DS foram obtidas com sucesso, com indicativo de sua formacao pelas técnicas de
analise térmica, e analisadas apds o ensaio de solubilidade por shake-flask. Diante
desse panorama, foi decidido a descontinuidade dos estudos com as NYS DS
contendo HPMC - as formulacfes NYS DS G1 (6), (7) e (14).

Dando andamento, foram avaliadas quanto a solubilidade, sem problemas
analiticos, as formulagdes NYS DS (A), NYS DS G2 (47), (48) e (49), todas contendo
como carreador poloxamer. Na Tabela 14 e Figura 47 estdo apresentados os
resultados do ensaio de solubilidade.

A NYS MP apresentou as solubilidades, em mg/mL, de 1,087 em agua; 1,005
em tampao acetato pH 5,5; e 1,565 em tampao fosfato pH 7,0. Esses valores foram
os usados para estudo comparativo das solubilidades nas seguintes situacdes: NYS
MP versus NYS DS e NYS MP versus NYS MF. E valido ressaltar que a NYS possui
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caracteristicas fisico-quimicas que se relacionam com sua solubilidade aquosa. Este
antifiingico dispde de um pKa acido de 3,62 e outro basico de 9,11 (DrugBank, 2015;
LAW et al., 2014). Mediante esses dados, pode-se inferir que a NYS, quando esta na
faixa de seus pKa, ou seja, entre 3,62 e 9,11, se apresenta totalmente ionizada, na
forma zwitteribnica, ou seja, 0s 2 grupamentos, amina e &cido, estdo ionizados. Por
outro lado, quando esta em um meio que pH é menor que 3,62, a NYS tem apenas
um grupamento ionizada, nesse caso o0 grupamento amina. E quando a NYS estd em
pH maior que 9,11, também apenas um grupo esta ionizado, o grupamento acido.
Sabidamente, os farmacos quando se encontram em suas formas ndo ionizadas
apresentam menor solubilidade em agua, enquanto nas suas formas ionizadas,
possuem maior solubilidade aquosa. Assim, como a avaliagcdo da solubilidade foi
verificada nos pH de 5,5 e 7,0, ou seja, entre os pKa da NYS, pode-se concluir que o
farmaco em ambos 0s meios estaria com 0s 2 grupos ionizados.

Analisando ainda as caracteristicas fisico-quimicas da NYS, esta tem um log P
(logaritmo do coeficiente de particdo) igual a 0,5 (DrugBank, 2015; LAW et al., 2014),
gue € um parametro determinado como a razdo entre as concentracbes de dada
substancia, quando atingidas as condi¢cbes de equilibrio, dissolvida em um sistema
formado de uma fase organica e uma fase aquosa (TAVARES, 2004). Considerando
que log P < 2, caracteriza substancias hidrofilicas, e log P = 4 caracteriza compostos
hidrofébicos (SEBRAO et al., 2007), seria de esperar que a NYS apresentasse boa
solubilidade em agua, o que néo é observado (F. BRAS., 2010).

Todavia, a hidrofilicidade, e consequente solubilidade aquosa de uma
substancia ndo se restringe aos parametros de log P e pKa, e outras informacgdes
também devem ser consideradas (TAVARES, 2004). Desse modo, no caso da NYS,
esses parametros demonstram ndo serem suficientes para concluir seu
comportamento de solubilidade em agua. Dai a importancia também de avaliar a
solubilidade da NYS, ndo s6 com objetivo de um estudo comparativo com as
formulagbes preparadas, mais também de conhecer essa sua propriedade fisico-
quimica.

Além disso, apesar da NYS ser reconhecidamente um farmaco de baixa
solubilidade em agua, poucos trabalhos sdo encontrados com dados sobre sua
solubilidade aquosa, a temperatura corporal. Ainda assim, em um trabalho realizado

por Spulber e colaboradores (2011), a NYS em agua, a 37 °C apresentou uma
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solubilidade muito baixa, de 4.10* M, o que corresponde a 0,304 mg/mL. Esse valor
é inferior em relacdo ao descrito aqui no presente trabalho: em agua, a 37 °C, a
solubilidade da NYS foi de 1,087 mg/mL. Porém, no estudo de Spulber o ensaio foi
realizado em 24 h, enquanto neste foi de 72 h, como preconizado pelo FDA (U.S.,
2000), o que poderia impactar no resultado final. Também néo foi descrito em que tipo
de equipamento foi realizado o ensaio, visto que a incubadora orbital aqui usada é um
sistema fechado, capaz de manter a temperatura constante, o que também pode
influenciar na solubilidade do farmaco.

Ainda, na avaliacdo da solubilidade das preparacdes de NYS DS e NYS MF,
ficou evidente que a NYS apresenta maior solubilidade quando em sistemas de
dispersdes sélidas comparada as respectivas misturas fisicas, com excecédo da NYS
DS (A) e NYS MF (A), onde essa evidéncia nao foi observada. Essa formulacéo foi a
Unica que foi preparada com uso de liofilizador, o que pode ter elevado a interacdo
entre NYS e carreador. Nas técnicas de DSC e TG/DTG foi visto que houve a
formacdo de um novo sistema, diferente dos compostos de partida e da mistura fisica
correspondente. Esse sistema, entdo, poderia apresentar uma interacao maior que as
demais formulacgdes, e isso poderia reter a liberacao do farmaco, resultando em uma
solubilidade mais baixa que a mistura fisica. Esse indicativo, para ser confirmado,
necessitaria de mais estudos, com DRX e FTIR, para verificar essa possivel interacéo.
No entanto, dado que a solubilidade foi mais baixa e tendo outras formulacdes
promissoras, além de nao fazer parte do escopo do projeto, outros ensaios nao foram
realizados, e a NYS DS (A) foi descontinuada.

Nas formulacées NYS DS G2 (47), (48) e (49), todas produzidas pelo método
de eliminacdo do solvente com uso de evaporador rotativo, as solubilidades nos 3
meios foi superior que as respectivas NYS MF (47), (48) e (49). Esse fato, somado
aos resultados da analise térmica, corroborou para a concluséo da formacao desses
sistemas de dispersdes solidas, distintas das misturas fisicas. E mais, pode-se
concluir que a presenca apenas do carreador hidrofilico n&o é suficiente para melhorar
a solubilidade em &gua, visto que para essas formulages a solubilidade foi maior
guando comparada as misturas fisicas.

Somado a isso, dentre as NYS DS G2 (47), (48) e (49) foi notorio que somente
a NYS DS G2 (49) apresentou aumento da solubilidade em todos os meios. A NYS

DS G2 (49) demonstrou-se um aumento em todos 0s meios, com um incremento de
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1,426; 2,743; e 4,227 vezes, em agua; tampao acetato pH 5,5 e; tampéao fosfato pH
7,0. Por fim, no pH 7,0 isso foi mais relevante, por esse ser o pH fisiolégico da cavidade
oral. Pode-se dizer que esses valores sdo expressivos, visto que a NYS apresenta
uma solubilidade muito baixa, quando comparada a outros farmacos, e o incremento
da solubilidade com uso de dispersao sélida, obtida pelo método de eliminacdo do
solvente, consistiu numa boa estratégia farmacotécnica, de produgcdo simples,
reprodutibilidade e melhora da solubilidade de um farmaco de Classe IV, como a NYS.

Diante dos resultados de solubilidade apresentados, a NYS DS G2 (49) se
mostrou a formulagdo mais adequada para ser usada na incorporacdo do gel
mucoadesivo.

Por fim, a analise estatistica foi realizada com objetivo de verificar diferenca
estatistica entre os valores de solubilidade obtidos das diversas formas estudadas:
NYS MP, NYS DS e NYS MF. No caso do presente estudo, as analises foram
realizadas utilizando o teste t de Student para amostras independentes, segundo
Winter (2013). Este pesquisador demonstrou mediante simula¢cdes computacionais,
que é possivel utilizar o teste t de Student em tamanhos de amostra extremamente
pequenos. O teste F foi utilizado para comparar a variancia entre os diferentes grupos
e o teste t de Welch foi utilizado para comparar os valores médios no caso de
heterocedasticidade. Foi considerado um nivel de confianca de 95%. Todos os
calculos foram feitos utilizando o ambiente estatistico R (R Core Team, 2014).

Os resultados demonstraram que houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores de solubilidade nos 3 meios usados, dos grupos NYS MP versus NYS
DS; NYS MF versus NYS DS; e NYS MP versus NYS MF. E o valor de p foi menor
que 0,05.
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Solubilidade (mg/mL) Incremento da Solubilidade (aumento em vezes)
Formulacdes de Agua Tampdo Tampdo fosfato Agua Tampdo fosfato  Tampdo acetato

NYS acetato pH 5,5 pH 7,0 pH 7,0 pH 5,5

NYS MP 1,087 1,005 1,565 N&o se aplica N&o se aplica N&o se aplica
NYS DS (A) 0,717 0,404 0,370 0,228 0,237 0,402
NYS MF (A) 0,112 0,945 0,753 0,0356 0,481 0,939
NYS DS G2 (47) 2,518 3,468 2,047 0,801 1,308 3,449
NYS MF (47) 0,228 0,547 0,466 0,0725 0,297 0,544
NYS DS G2 (48) 1,853 1,368 1,808 0,589 1,155 1,361
NYS MF (48) 0,765 1,286 0,954 0,243 0,609 1,279
NYS DS G2 (49) 4,484 4,249 4,293 4,125 2,743 4,227
NYS MF (49) d(l-:-\ltée?:t?(jlo 0,907 0,817 deNtéeth’(;o 0,522 0,903

Tabela 14 — Valores de solubilidade de NYS MP, NYS DS (A), NYS MF (A), NYS DS G2 (47), NYS MF (47), NYS DS G2 (48), NYS
MF (48), NYS DS G2 (49) e NYS MF (49), obtidos através da avaliacdo de solubilidade em nos meios agua; tampao fosfato pH 7,0;

e tampao acetato pH 5,5; sob a temperatura de 37,0 °C e apds 72 h de agitacao.
Legenda: Cada valor corresponde a uma média de 3 determinacdes (n =3), e calculado o desvio padrdo, menor de 5%.

Wichelle Maria Gongalves Bardo de Aguiar



131

Figura 47 — Solubilidade da NYS MP, NYS DS (A), NYS MF (A), NYS DS G2 (47), NYS MF (47), NYS DS G2 (48), NYS MF (48),
NYS DS G2 (49) e NYS MF (49) em diferentes meios (agua; tampao acetato pH 5,5; tampao fosfato pH 7,0), sob temperatura de
37°C, ap0s 72 h com uso da técnica de shake-flask. Os valores representam média de 3 determinacdes. * Os dados apresentam diferenca
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5.1.3.3. Caracterizagcdo Complementar de NYS DS

Conforme apresentado no Fluxograma da Figura 7, apenas a formulacdo NYS
DS G2 (49) foi submetida as analises complementares, pois apresentou solubilidade
consideravelmente maior que as outras e, portanto, mostrou-se interessante para a
continuidade dos estudos: (A) difracao de raio X; (B) Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier e (C) PAMPA.

5.1.3.3.1 Difracdo de Raio-X

A NYS MP apresenta natureza cristalino, como observado no difratograma,
ilustrado na Figura 48. J4 o carreador Polo 188, empregado na preparacao da NYS
DS G2 (49), apresentou 2 picos. Na NYS MF (49), foi notado os mesmos eventos
observado no difratograma do Polo 188, j& a NYS ndo apresenta eventos marcantes.
Por fim, no difratograma da NYS DS G2 (49) foram vistos eventos semelhantes aos
da NYS MF (49), no entanto levemente menos intensos.

Esses dados indicam que a formulacdo NYS DS G2 (49) e juntos com 0s
demais resultados de analise térmica e de solubilidade, pode-se concluir que houve a

formacao de uma espécie distinta.

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



134

4000
3500

2 theta

88Ty 881y
ry'or ry'or
6€ 6¢
95°L€ 95'.¢€
FANCT Zr'9e
89'v€ 89'v€
ve'ee ve'ee
8'te 8'te
9g'0e 9g‘oe
26'8¢C 26'8¢
8v'LZ 8v'LZ
¥0°'9¢ ¥0'9¢
9've 9've
aT'ee 9T'ee
2L'1e 2L'Te
8z'0c 8z'oz
¥8'8T v8'8T
v'LT vLT
96'GT 96'ST
25T 4R
80°cT 80°€T
91T 91T
Z'otT Z'ot
9.'8 9.'8
ce'L ze'L
88'G 88'g
'y 4474
€ €

MY S MF (49)

Paolo 188

—MNY S DS G2 (49)

4000
3500

Figura 48 — Difratogramas de NYS MP, Polo 188, NYS MF (49) e NYS DS G2 (49).

O O ©O O o o o o o o o o o o o o
O O O O o o o o o o o o o o
o N O 1n O o Yol o Te) o Yo} o n
™M N N o < ™ ™ N N i -
(‘ne) apepisualu| (‘'n"e) apepiusaiu|
vy mwoq
8'6€ ]
7'se 6¢
ot J g's€
9€
S SE L ogve
=z v'ee €e
_ 8'T€E G'1e
z'oe o€
98¢ G'8¢
LT Ll
LATA G'se
8'€T S ve
zze 2 §'ce
90¢ 1
61 wﬁmﬁ
vLT .
g'er G'oT
. ST
¢l ST
9'Ct 71
3 S'0T
v'6 6
8'L G,
7’9 9
9y S'v
€ €
O O o o o o o o o o o o o o o o
S 283 8 3 8 B 8 B 8 3 8 B
Mm N N A < o™ ™ N N — —
(‘'n"e) apepisualu| (‘n"e) apepisualu|

Wichelle Maria Gongalves Bardo de Aguiar

2 theta

2 theta




135

5.1.3.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho das amostras NYS MP, Polo 188, NYS MF (49)
e NYS DS G2 (49) estdo representados na Figura 49. O espectro da NYS MP exibiu
uma banda evidente e larga entre 3500 e 3250 cm™, caracteristica da vibracéo do
estiramento das ligacdes H—O e H—N (MARTIN-VILLENA et al., 2013). Ao comparar
os espectros de Polo 188, NYS MF (49) e NYS DS G2 (49), foi possivel observar que
dentre essas amostras, apenas a NYS MF (49) continha a banda caracteristica (na
mesma regido). Claramente, o Polo 188 ndo apresentou essa banda, ja que se trata
de um composto completamente distinto da NYS MP. Todavia, o0 espectro da NYS MF
(49), mistura binaria de NYS MP e Polo 188, demonstrou a banda nessa regido
supracitada. Por outro lado, no espectro de NYS DS G2 (49) nao foi observada tal
banda. Assim, esses resultados apontaram para diferenciar a NYS MF (49) da NYS
DS G2 (49), o que indicou que esta Ultima é uma espécie distinta de uma simples
mistura dos produtos de partida.

Continuando, no espectro do Polo 188 foram observadas 2 bandas proprias,
por volta de 3000 e 1100 cm?, que séo vibracdes de estiramento atribuidas aos grupos
O—H e C—O (KOLASINAC et al., 2012). Essas mesmas bandas puderam ser
observadas na NYS MF (49) e, de forma bem mais sutil, na NYS DS G2 (49).

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



136

Figura 49 — Espectro de absorcéo de infravermelho com transformada de Fourier de
NYS MP, Polo 188, NYS MF (49) e NYS DS G2 (49), entre 4100 e 100 cm.
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5.1.3.3.3 Permeabilidade em Membrana Paralela

O PAMPA é um método rapido e reprodutivel (REIS et al., 2013), e por essa
razdo foi empregado para avaliar a permeabilidade da NYS DS G2 (49), frente a NYS
MP e a influéncia do carreador Polo 188, analisando, entdo, a NYS MF (49).

O ensaio de permeabilidade foi realizado como descrito no item 4.2.1.3.6. Nele,
foram avaliados a NYS MP, NYS DS G2 (49), NYS MF (49) e ainda tartarato de
metoprolol, como marcardor de alta permeabilidade, e cloridrato de ranitidina, como
marcador de baixa permeabilidade. Na Tabela 5 e na Figura 50 foram apresentados

os resultados de permeabilidade efetiva obtidos.
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Permeabilidade Efetiva (Pe) (*10°® cm/s)

Compartimento

NYS MP NYS DS G2 (49) NYS MF (49) Ranitidina Metoprolol
receptor (pH)
5,5 1,722 + 0,226 2,568 + 1,75 1,033 +0,116 0,7955 + 0,417 14,98 + 1,68
7,0 1,289 + 0,236 2,390 + 0,387 1,013 + 0,258 2,556 + 3,73 24,03 £ 1,77

Tabela 15 — Valores médios de permeabilidade efetiva em funcéo do pH e valores de desvio padrao. Os valores de permeabilidade
foram expressos em *10° cm/s (n=3).

Figura 50 — Permeabilidade efetiva (*10° cm/s) de NYS MP, NYS DS G2 (49), NYS MF (49), ranitidina e metoprolol, com uso dos
pH 5,5 e 7,0 no compartimento doador. Os resultados referem-se a média de 4 determinacdes.
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Baseado nos resultados obtidos, a NYS MP, NYS DS G2 (49) e NYS MF (49)
apresentaram baixa permeabilidade, assim como a ranitidina, farmaco marcador de
baixa permeabilidade, nos meios pH 5,5 e pH 7,0. Em contrapartida, o metoprolol,
marcador de alta permeabilidade, foi 0 que apresentou maior permeabilidade efetiva,
em ambos os meios (pH 5,5 e pH 7,0). Portanto, a técnica por PAMPA sugeriu que a
formulacdo de NYS DS nao alterou a permeabilidade da NYS, nem a presenca do
carreador, como na NYS MF foi capaz também de altera-la. Vale ressaltar, que o
método PAMPA ¢é indicado para farmacos que sofrem o transporte por difuséo
passiva, jA que mimetiza a membrana plasmatica das células. Se o transporte do
farmaco ocorrer por outras formas, como mediado por transportadores, esse método
pode subestimar a absorcao.

No caso da NYS, ela é considerada um farmaco de baixa permeabilidade por
NAo conseguir atravessar a membrana intestinal, mesmo quando administrada por via
oral. Isso porque esse farmaco se apresenta como uma molécula grande, sendo assim
reconhecidamente classificada como macrolideo (TAVARES, 2001; GILMAN et al.,
2003). Substancias com essas caracteristicas sao incapazes de serem absorvidas.
Como a NYS € normalmente usada para infeccdo de candidiase locais, essa
propriedade nao é relevante (TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003). Todavia,
tratando-se de infeccbes sistémicas por Candida spp., o uso da NYS nado é
recomendado, por ser muito téxica. Isso porque ela causa hemolise, necrose e
abscessos, ao ligar-se ao colesterol encontrado nas hemacias, levando a sua
destruicdo (CROY, KNOW, 2004; TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003; KATZUNG,
2006).

Perante os resultados de PAMPA apresentados, pode-se concluir que a NYS
na forma de dispersao sélida, NYS DS G2 (49), ndo apresentou alteracdo/aumento
consideravel de permeabilidade. Os valores de Pe da NYS DS G2 (49) foram
levemente superiores aos da NYS MP e NYS MF (49), todavia continuaram proximos
da ranitidina, marcardor de baixa permeabilidade, o que foi interessante, considerando
que a formulag&o de disperséo solida deveréa agir topicamente sobre a mucosa, sem

gue ocorra sua absorcéo, o que era pretendido.
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5.1.3.3.4 Teor da NYS DS

O teor de NYS foi realizado para a formulacdo NYS DS G2 (49), pois esta foi
aguela que apresentou a valor maior de solubilidade, descrito na Tabela 14. O teor de
NYS foi de 95,79 % + 0,0057. O teor maior que 90% indicou que 0 processo de
obtencdo da dispersdo, método de eliminacdo do solvente com uso de
rotaevaporador, foi eficiente.

5.1.3.4 Conclusao Parcial da Obtencdo e Caracterizacdo de Dispersao Sélida de
NYS

Diante dos resultados apresentados neste item de Obtencéo e Caracterizacao
de Dispersdes Solidas de NYS, algumas consideracfes podem ser destacadas,
conforme descrito a seguir.

O primeiro ponto a ser decidido foi a escolha da técnica de obtencdo das
dispersdes solidas. Dentre as diversas metodologias encontradas na literatura, foi
selecionado o método de eliminacdo do solvente, com uso do evaporador rotativo.
Isso porque esta € uma técnica rapida, reprodutivel e simples, porém que faz uso de
solventes orgéanicos. Para avaliar a possibilidade do uso de solvente agua, que
obviamente ndo apresenta problemas quanto os solventes organicos, uma Unica
formulacdo foi preparada com técnica de eliminacdo do solvente com uso de
liofilizador.

Outro aspecto a ser considerado foi a escolha dos carreadores hidrofilicos que
seriam utilizados na preparacdo das dispersdes solidas de NYS. Ao observar a
literatura cientifica sobre o tema, foram elencados iniUmeros excipientes farmacéuticos
possiveis de serem empregados. No ambito de realizar uma escolha mais apropriada,
foram eleitos 5 carreadores, pertencentes as classes de 12, 22 e 32 geragbes. Além
disso, tambeém foi considerada a experiéncia anterior de nosso grupo de pesquisa com
esses sistemas. Sendo assim, foram idealizadas inumeras formulagbes, com 7
carreadores diferentes e 2 técnicas de remocdo de solventes, totalizando 23
preparacdes. A partir desse quadro, foram obtidas 13 formulacgdes.

O proximo passo foi a caracterizacdo prévia desses sistemas, e foi escolhida a

analise térmica como procedimento de avaliagdo da formacéo das dispersdes soélidas
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de NYS, com emprego de 2 métodos: a calorimetria diferencial exploratéria e
termogravimetria / termogravimetria derivada. Esses métodos sado normalmente
usados para caracterizacdo de dispersbes sélidas, ja que demonstram o
comportamento térmico e podem, assim, caracterizar varias situacfes, como
polimorfismo, interacdo entre farmaco e excipiente, e se tornam de grande valia para
verificacdo de formagdo de novos sistemas. Portanto, todas as dispersfes solidas
foram avaliadas por esses 2 processos, bem como as NYS MP, os carreadores
empregados e as misturas fisicas de NYS e carreador, correspondentes em propor¢cao
a disperséo solida.

A partir dos resultados obtidos e interpretados, foi concluido que 7 formulactes
de dispersdes sdlidas foram formadas. Elas foram entdo avaliadas pelo ensaio de
solubilidade. Este, pode-se dizer, que foi um dos objetivos centrais do presente projeto
de pesquisa, j& que foi idealizado que um sistema farmacéutico de NYS com maior
solubilidade frente ao farmaco aumentaria os niveis desta na saliva, e isso levaria a
uma resposta farmacolégica mais efetiva para o tratamento da candidiase oral.

Proposto isso, as formulacdes foram analisadas quanto a sua solubilidade em
3 meios: agua, tampéao acetato pH 5,5 e tampéao fosfato pH 7,0. Diferentemente dos
ensaios de solubilidade que avaliam farmacos administrados por via oral e uso
sistémico, a NYS é um farmaco de administracdo oral e de uso tépico, e que
eventualmente pode ser deglutida. Todavia, o objetivo é que ela permaneca o maior
tempo possivel na cavidade oral, em contato com a mucosa oral, onde se encontra o
agente causador da infec¢do. Por essa razao, os meios para avaliagdo da solubilidade
da NYS precisariam ser considerados quanto ao ambiente oral, cuja variagdo do pH é
distinta da variacdo do pH do trato gastrintestinal. Dessa maneira, o pH 5,5 foi eleito
por ser importante quanto ao ambiente propicio a formacéao de céries, e o pH 7,0, por
ser o fisiolégico.

A avaliagdo da solubilidade, entdo, foi realizada também como forma de
caracterizagcdo das dispersdes solidas, e para isso, foi visto a necessidade de andlise
das respectivas misturas fisicas. No que tange a formacéo das dispersdes solidas, é
comum que seja questionado se houve formacdo de um sistema, ou que apenas a
adicao do carreador, que deve ser hidrofilico, ndo seria o suficiente para melhorar a

solubilidade. Decerto, quando os resultados desse ensaio foram obtidos, foi possivel
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verificar que as misturas fisicas apresentavam solubilidade inferior as dispersdes
sélidas, demonstrado também pela andlise estatistica.

E ainda, dentre as formula¢des obtidas, uma em especial apresentou maior
solubilidade quando comparada ao farmaco puro e mistura correspondente: a NYS
DS G2 (49), cujo carreador é conhecido como de 32 geracdo, um tensoativo. Esta
mostrou-se ser a preparacdo mais adequada para a proxima etapa, isto é, sua
incorporacdo numa forma farmacéutica. No entanto, essa preparacdo ainda foi
avaliada por outras técnicas de caracterizacédo da dispersao sélida.

Foram usadas a difracao de raio-X e a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, para avaliagdo apenas da formulagdo NYS DS G2 (49). Os
resultados obtidos por esses métodos corroboraram com aqueles dos ensaios
realizados anteriormente. Isso confirmou que foi possivel a obtencdo de disperséao
soélida de NYS com maior solubilidade que o proprio farmaco.

Por fim, foi ponderada a avaliacdo da permeabilidade da NYS nesse sistema,
ja que o aumento da solubilidade pode levar a um aumento consequente da
permeabilidade. Esse ponto é relevante, pois a NYS deve permanecer na cavidade
oral para exercer seu efeito terapéutico, além de conhecido efeitos adversos graves
quando este antifingico é absorvido. Para essa questao, foi escolhida a técnica de
permeabilidade em membrana paralela, denominada como PAMPA. Este, por sua
vez, € um método in vitro para avaliacdo da permeabilidade, o que ndo necessita de
aprovacao em comités de ética de ensaios em animais, como em outras metodologias,
e também é um ensaio rapido e robusto, de prévio conhecimento de nosso grupo de
pesquisa. A NYS na forma de NYS DS G2 (49) apresentou permeabilidade
semelhante ao farmaco puro, o que permitiu concluir que, apesar do aumento da
solubilidade, ndo se observou o aumento da permeabilidade.

Desse modo, o objetivo de obtencdo de uma dispersao sélida de NYS com
maior solubilidade foi alcancado e demonstrado mediante aos resultados

apresentadas.
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5.2 Obtencao e Caracterizacao dos Géis Mucoadesivos Orais de NYS DS

5.2.1 Selecao da Base para os Géis Mucoadesivos Orais de NYS DS

Inicialmente, foram idealizas 14 formulacbes de géis base, contendo carbopol
® noveon ® ou uma mistura dos 2 agentes gelificantes. Foram obtidos 14 géis base

mucoadesivos, como descrito no item 4.2.2.2. Na Figura 51 estédo ilustrados os géis

base.

Géis de
Carbopol  ®
(C1, C2, C3 e
C4)

Géis de Noveon
® (N1, N2, N3 e
N4)

Géis de Carbopol ®

e Noveon ® (CN1,

CN2, CN3, CN4,
CN5 e CNBG)

Figura 51 — Fotografia de uma porcéo, retirada com a espatula, dos géis base de
carbopol ® (na primeira fileira), de noveon ® (na segunda fileira) e de carbopol ® e
noveon ® (nas terceiras e quarta fileiras).

Legenda: Cada gel foi colocado de acordo com a denominacdo recebida em ordem crescente (de
acordo com a numeragao).
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5.2.2 Caracterizacdo dos Géis Bases

5.2.2.1 Ensaios Sensoriais e pH

As Tabelas 16 e 17 reunem os resultados obtidos na avaliacdo das
propriedades sensoriais dos géis base de carbopol ®, noveon ® e a mistura de carbopol
® e noveon ® e a afericdo do pH. E valido salientar que os dados obtidos das
caracteristicas sensoriais foram empiricos e comparativos entre os 3 grupos de géis,

e a temperatura foi de aproximadamente 25 °C.
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o o Géis de Carbopol ® Géis de Noveon ® Géis de Carbopol ® e Noveon ®
Caracteristicas Sensoriais

Cl C2 C3 C4 N1 N2 N3 N4 CN1 CN2 CN3 CN4 CN5 CN6

Adeséo alta a espétula
Adeséo baixa a espatula
Alta consisténcia

Baixa consisténcia
Lavavel em agua

Coloracao: incolor e translucido

Tabela 16 — Caracteristicas sensoriais dos géis de carbopol ®, noveon ® e a mistura de carbopol ® e noveon ©.

Géis de Carbopol ® Géis de Noveon ® Géis de Carbopol ® e Noveon ®
Ci C2 C3 C4 N1 N2 N3 N4*  CN1 CN2 CN3 CN4 CN5 CNG6
Valores de pH 6,10 6,15 6,70 6,50 6,80 6,00 6,50 -- 6,20 6,31 58 59 6,12 7,00

Tabela 17 — Valores de pH dos géis de carbopol ®, noveon ® e a mistura de carbopol ® e noveon ®. * N&o foi possivel medir o pH.
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De acordo com os dados obtidos da avaliacdo das propriedades sensoriais,
pode-se verificar que os géis base de carbopol ®, as preparacdes C2, C3 e C4
apresentaram: alta adesdo a espatula, alta consisténcia, lavaveis em agua, e
incolores. Com excec¢do do Gel C1, que teve baixa aderéncia a mucosa oral, isso pode
ser indicativo da concentragdo mais baixa de polimero.

JA& os géis base de noveon ® demonstrara: alta adesdo a espatula baixa
consisténcia, lavaveis em agua, e incolores. No entanto, o Gel N1 apresentou baixa
aderéncia a espatula.

Por fim, os géis base de carbopol ® e noveon ® (CN1, CN2, CN3, CN4, CN5 e
CNG6) apresentaram as seguintes caracteristicas: alta ades8o a espatula, baixa
consisténcia, lavaveis em agua e incolores.

Em relacéo a afericdo do pH, os valores variaram entre 5,80 e 7,00. Os valores
de pH estdo dentro da faixa de pKa da NYS; 3,62 e 9,11; o que € relevante em nao
influenciar a ionizagao do farmaco e também essa faixa € compativel com ambiente
oral. Todavia, foi possivel medir o pH do Gel N4. Quando o eletrodo foi colocado no
gel, foi visualizada grande oscilacdo, impossibilitando uma afericdo confiavel.

Provavelmente, essa situacdo ocorreu devido a alta viscosidade desse gel.

5.2.2.2 Caracterizacdo Reoldgica dos Géis Base

A caracterizacdo reoldgica dos géis base de carbopol ® (C1, C2, C3 e C4),
noveon ® (N1, N2, N3 e N4) e da mistura de carbopol ® e noveon ® (CN1, CN2, CN3,
CN4, CN5 e CN6) consistiu na avaliacdo da influéncia dos polimeros usados, suas
concentracdes e em funcdo da temperatura, jA que os ensaios foram realizados a
25°C (temperatura ambiente/armazenamento) e 37°C (temperatura corporal). Nas
Figuras 52, 54 e 56 estdo representadas as curvas de viscosidade aparente dos géis
base e na Tabela 18 estado descritos os valores de viscosidade. Nas Figuras 53, 55 e
57 estdo demonstrados os reogramas dos geis base.

A avaliagdo do comportamento reoldgico de uma forma farmacéutica semi-
sélida, de uso local (na mucosa oral) e mucoadesiva se fez importante, pois sua
caracteristica poderia implicar na administracdo dos geéis. Isso porque na cavidade
oral ocorrem mecanismos fisioldégicos de remocao e limpeza, como a capacidade de

lavagem promovida pela saliva. Dessa maneira, as formas mucoadesivas podem ser
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lavadas, o que resultaria em tempo de retencdo de duragdo insuficiente e,
consequentemente, uma diminui¢cdo das concentracdes do farmaco, abaixo dos niveis
terapéuticos (PADERNI et al., 2012).

Inicialmente, foram verificados os géis de carbopol ®, que demonstraram uma
faixa de viscosidade entre 13100 e 48,3 Pa.s, a 25 °C. A viscosidade do Gel C1 variou
entre 3510 e 48,3 Pa.s, e a do Gel C2 ficou entre 7840 e 109 Pa.s. No caso do Gel 3,
a viscosidade variou entre 12500 e 103 Pa.s e, por fim, o Gel 4 obteve viscosidade
entre 13100 e 177 Pa.s. Em todos os casos, foi observado que uma relacéo direta
entre a viscosidade e a concentracdo do agente gelificante, ou seja, com 0 aumento
da quantidade de carbopol ®, também ocorreu 0 aumento da viscosidade. Por
outro lado, quando foram observados os mesmos géis a 37 °C, o Gel C1 apresentou
viscosidade entre 1590 e 53,1 Pa.s, o Gel C2 entre 7440 e 108 Pa.s, o Gel C3 entre
4900 e 103 Pa.s e Gel C4 entre 5870 e 138 Pa.s. Sendo assim, o Gel C1, que possuia
menor concentracdo de carbopol ®, apresentou menor viscosidade, porém, o Gel C2
apresentou maior viscosidade dentre as 4 formulacfes, apesar possuir apenas a
segunda menor concentracdo de polimero.

Vale ressaltar que os géis de carbopol ® apresentaram viscosidade alta em
ambas as temperaturas testadas e ainda mais relevante a temperatura corporal. Além
do comportamento reoldgico, os resultados das caracteristicas sensoriais corroboram
com esses aqui descritos. Esse grupo de géis possuem alta consisténcia e alta
aderéncia a espatula (com excecdo do Gel C1). Logo, a alta consisténcia que foi
percebida empiricamente, foi observada na avaliacdo das propriedades
viscoelasticas.

Quanto a andlise dos reogramas dos géis de carbopol ®, pode-se verificar que
esses sao fluidos néo-newtonianos, de comportamento pseudoplastico. O
comportamento ndo-newtoniano implica na mudanca da viscosidade, de acordo com
a tensdo de cisalhamento. Portanto, os fluidos ndo-newtonianos ndo possuem uma
viscosidade constante, mesmo com alteracao da tensao de cisalhamento (AULTON,
2005; PRESTES et al., 2012). Esse resultado ja era esperado, jA que geralmente
sistemas coloidais, como os géis, tém tal propriedade (AULTON, 2005).

Ainda quanto a caracteristica pseudoplastica indica que a viscosidade
aparente do sistema diminui, com o aumento da tensédo de cisalhamento (AULTON,

2005; PRESTES et al., 2012). Como os géis de carbopol ® sdo de material polimérico,
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apresentam moléculas de cadeias longas e alto peso molecular e ocorre o
entrelacamento de suas cadeias com a agua (solvente empregado). A medida que a
tensdo de cisalhamento aumenta, o emaranhado torna-se mais frouxo e se alinha na
direcéo do fluxo, oferecendo menos resisténcia e, assim, diminuindo a viscosidade
(AULTON, 2005). Nesse caso, isso pode ser de interesse farmacéutico, pois seria
aplicada uma “forga” no momento da administragcao do gel, reduzindo sua viscosidade,
facilitando sua administracdo e com a retirada da “forga”, a viscosidade aumentaria.

Tratando dos géis de noveon ® a 25 °C, a viscosidade variou entre 4820 e
28,4 Pa.s. O Gel N1 teve a viscosidade entre 923 e 28,4 Pa.s. Ja o Gel N2 apresentou,
entre 1960 e 54,7 Pa.s e o Gel N3 teve variacdo entre 3720 e 81 Pa.s. E 0 Gel N4
apresentou, entre 4820 e 108 Pa.s. Também foi verificado que os géis de noveon ®
apresentaram uma relacéo entre a concentracdo do polimero e viscosidade, ou seja,
quanto maior a concentracao, maior foi a viscosidade observada nos géis. A 37 °C, a
viscosidade dos géis de noveon ® variou entre 6010 e 40,7 Pa.s. O Gel N1 apresentou
uma viscosidade entre 1210 e 42 Pa.s, o Gel N2 obteve variacdo entre 924 e 40,7
Pa.s, o Gel N3 demonstrou viscosidade entre 3230 e 130 Pa.s, e 0 Gel N4 variou a
viscosidade entre 6010 e 93,5 Pa.s.

Por conseguinte, quando se comparava os dados de viscosidade dos géis de
noveon ® a 25 e 37 °C, percebeu-se também que Gel N1 apresentou viscosidade
maior que Gel N2 a 37 °C, apesar de N1 possuir menor concentracdo de polimero que
N2. J4 ao analisar o Gel N3 a 37 °C, este apresentou viscosidade menor que o Gel
N4, e isso era esperado, pois N3 apresentava concentragdo de noveon ® menor que
N4.

Igualmente, foi importante confrontar os resultados do comportamento
reoldgico com os de andlises sensoriais dos géis de noveon ®. Esses possuem alta
adesdo a espatula (salvo o Gel N1) e baixa consisténcia. A baixa consisténcia notada
de forma empirica foi confirmada com a variacao de viscosidade, que foi mais baixa
que os dados de viscosidade para os géis de carbopol ®. E quanto a andlise dos
reogramas, também foi observado que os géis de noveon ® apresentaram
comportamento de fluidos ndo-newtonianos e pseudoplastico.

E finalmente, nos géis da mistura de carbopol ® e noveon ®, foi observada uma
variacéo de viscosidade entre 1250 e 48,2 Pa.s a 25 °C; e 1390 e 61,1 Pa.s a 37°C.

Nesse caso, a analise da viscosidade dos géis foi mais complexa, por haver diferencas
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nas concentracdes dos polimeros e da prépria natureza de cada um. A 25 °C, o Gel
CNS5 apresentou uma variagao de viscosidade mais baixa, entre 1250 e 51,8 Pa.s,
mesmo apresentando uma concentragéo de 0,25 %p/p de carbopol ® e 0,75 %p/p de
noveon ®, uma das quantidades mais altas de polimeros. Entretanto, a 25 °C a
variacao de viscosidade mais alta foi de 3380 a 74,7 Pa.s, referente ao Gel CNG,
também de grande quantidade de polimeros (0,75 %p/p de carbopol ® e 0,25 %p/p de
noveon ®). J4 a 37 °C, as variacdes de viscosidade foram ainda mais difusas, quando
foi pretendido relaciona-las as concentracdes de polimeros. Ainda foi constada uma
correlacdo da baixa consisténcia, observada através das analises sensoriais, com a
baixa viscosidade dos géis da mistura de carbopol ® e noveon ®. Todavia, estes
apresentaram alta adeséo a espatula.

Por fim, os géis da mistura de carbopol ® e noveon ®ambém foram avaliadas,
com emprego dos reogramas, como fluidos néo-newtonianos e apresentaram
comportamento pseudoplastico.

Isto posto, com base nos dados de viscosidade e das caracteristicas sensoriais
dos géis base, foram escolhidas as formulagées contendo carbopol ®. Isso porque as
preparacdes com este agente gelificante demonstraram maior viscosidade, tanto a 25
°C, quanto 37 °C. Essa propriedade também foi percebida de modo empirico e
confirmada na avaliacdo reolégica. Além disso, os valores mais altos de viscosidade
sugerem a possibilidade uma capacidade de adesdo a mucosa oral mais efetiva. Em
alguns trabalhos, séo vistos resultados onde viscosidade influencia a propriedade
mucoadesiva, ou seja, um sistema mais viscoso tende a interagir melhor com a
mucosa, através de sua difusdo na superficie mucosa (SALAMAT-MILLER,
CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005).
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Formulacdes

Variag&o da viscosidade
(Pa.s)a25°C

Variagéo da viscosidade
(Pa.s)a 37 °C

C1
C2
C3
C4
N1
N2
N3
N4
CN1
CN2
CN3
CN4
CN5
CN6

3510 - 48,3
7840 — 109
12500 - 103
13100 - 177
923 -28,4
1960 - 54,7
3720 -81
4820 - 108
1760 — 48,2
2220-73,9
1960 - 68
1850 - 73,9
1250 - 51,8
3380 - 74,7

1590 - 53,1
7440 — 108
4900 - 103
5870 — 138
1210 - 42
924 - 40,7
3230 - 130
6010 - 93,5
1990 — 132
2730-172
2110 -135
2450 — 148
2320 - 143
1390 -61,1

Tabela 18 — Valores da variacéo da viscosidade a 25 e 37 °C dos géis de carbopol ®©,

noveon ® e mistura de carbopol ® e noveon ©.
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Figura 52 — Curvas de viscosidades de géis base de carbopol ® (C1, C2, C3 e C4): (A) a 25 °C entre 0 e 1400 Pa.s; (B) 25 °C entre
0 a 500 Pa.s; (C) 37 °C entre 0 e 8000 Pa.s; (D) 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.
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Figura 53 — Reogramas dos géis base de carbopol ® (C1, C2, C3 e C4): (A)a25°C e (B) a 37 °C.
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Figura 54 — Curvas de viscosidades de géis base de noveon ® (N1, N2, N3 e N4): (A) 25 °C entre 0 e 5000 Pa.s; (B) 25 °C entre 0 e

500 Pa.s; (C) 37 °C entre 0 e 6000 Pa.s; (D) 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.
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Figura 55 — Reogramas dos géis base de noveon ® (N1, N2, N3 e N4): (A) a 25 °C e (B) a 37 °C.
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Figura 56 — Curvas de viscosidades de géis base de carbopol ® e noveon ® (CN1, CN2, CN3, CN4, CN5, CN6): (A) a 25 °C entre 0
e 3500 Pa.s; (B) a 25 °C entre 0 e 500 Pa.s; (C) a 37 °C entre 0 e 5000 Pa.s; (D) a 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.
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Figura 57 — Reogramas dos géis base de carbopol ® e noveon ® (CN1, CN2, CN3, CN4, CN5 e CN6): (A) a 25°C e (B) a 37 °C.
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5.2.3 Obtencéao e Caracterizacdo dos Géis Mucoadesivos NYS DS e NYS MP

5.2.3.1 Obtencao dos Géis Mucoadesivos NYS DS e NYS MP

A partir dos resultados de caracterizacdo dos geis base, foram eleitos os géis
de carbopol ® para a etapa seguinte: a preparacdo dos géis mucoadesivos orais
contendo NYS DS G2 (49) e um gel contendo a NYS MP, a fim de comparag&o.

Portanto, foram preparadas as formulacdes Gel O e OO, referentes a NYS MP,
e as formulacdes Gel A, B, C e D, referentes a NYS DS G2 (49). Além do farmaco e
da base, foram empregados outros excipientes: sacarina (edulcorante), mentol
(flavorizante) (GIL, BRANDAO, 2007). Os géis foram preparados conforme descrito
no item 4.2.3.2. Na Figura 58 sao apresentadas fotografias desses géis.

Inicialmente, foram preparados o Gel O e Gel A. O primeiro continha NYS MP
e gel base de carbopol ® a 0,5 %p/p. O segundo foi preparada com NYS DS G2 (49)
e também gel base de carbopol ® a 0,5 %p/p. Em ambos o0s casos, apds a adicdo da
NYS, seja na forma de MP (Gel O) ou na forma de DS (Gel A), as formulacdes
tornaram-se muito fluida, perdendo a caracteristica de alta consisténcia que o gel base
de carbopol ® possuia. Faz-se necessario relembrar que o gel base de carbopol © a
0,5 %p/p foi 0 que apresentou menor viscosidade e baixa consisténcia nos ensaios
sensoriais. Possivelmente esse gel ndo foi capaz de suportar a adicdo do farmaco e
dos excipientes. Sendo assim, o Gel O foi descontinuado em nosso estudo. Por
consequéncia, uma nova formulacéo foi preparada contendo NYS MP e gel base de
carbopol ® a 1,0 %p/p, produzindo, assim, o Gel OO.

Em seguida, foram preparados o Gel B, contendo NYS DS G2 (49) e gel de
carbopol ® a 1,0 % p/p; o Gel C, com NYS DS G2 (49) e gel de carbopol ®a 1,5 % p/p;
e Gel D, com NYS DS G2 (49) e gel de carbopol ® a 2,0 % p/p. Essas formulacdes

foram obtidas com sucesso, apresentando alta consisténcia.
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Figura 58 — Fotografias dos géis OO, A, B, C e D. (A) Gel A, em placa de vidro. (B)
Gel A em gral de porcelana, com uso de espatula flexivel, que destacou a sua forma
fluida. (C) Gel B. (D) Gel C. (E) Gel D (F) Gel OO.
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5.2.3.2 Caracterizacdo dos Géis Mucoadesivos NYS DS G2 (49) e NYS MP

5.2.3.2.1 Ensaios Sensoriais e pH

Nas Tabelas 19 e 20 estéo os resultados obtidos na avaliacéo das propriedades
sensoriais dos géis mucoadesivos orais OO, A, B, C e D e os valores de pH. Os géis
apresentaram adesdo a espatula, alta consisténcia, lavaveis em agua e coloracéo
amarela. Com excecdo do Gel A, que apresentou baixa ades@o a espatula e baixa
consisténcia. Os valores de pH das formulacdes variam entre 5,99 e 6,70, compativel

com a mucosa oral, na faixa de pKa da NYS.
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Caracteristicas Sensoriais Gel OO Gel A Gel B Gel C Gel D
Adeséo alta a espatula
Adeséo baixa a espatula
Alta consisténcia
Baixa consisténcia
Lavavel em agua
Coloracdo: amarelo e opaco
Tabela 19 — Caracteristicas sensoriais dos géis OO, A, B, Ce D.
Gel OO Gel A Gel B Gel C Gel D
Valores de pH 6,17 6,70 5,54 7,43 5,99

Tabela 20 — Valores de pH dos géis OO0, A, B, C e D.
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5.2.3.2.2 Caracterizacdo Reolodgica

A caracterizacao reoldgica dos géis de NYS MP (gel OO) e de NYS DS G2 (49)
(géis A, B, C e D) consistiu em avaliar o impacto da concentracdo de carbopol ® no
comportamento reoldégico dos géis mucoadesivos orais e em funcédo da temperatura.
Anteriormente, foi avaliado o comportamento reolégico dos géis de carbopol ® nas
concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0. Todavia, nesse ensaio foi verificar se a presenga
de NYS poderia alterar ou ndo a viscosidade dos géis. Na Figura 59 estédo
representadas as curvas de viscosidade aparente dos géis base e na Figura 60 estdo
demonstrados os reogramas dos géis base.

Inicialmente, foram verificados o0s géis mucoadesivos a 25 °C, que
demonstraram uma faixa de viscosidade entre 13.500 e 0,42 Pa.s. Foi observado que
todos os géis apresentaram uma proporcionalidade entre a concentracéo de carbopol
® e a viscosidade, ou seja, quanto maior a concentracéo de carbopol ® nos géis, maior
sua viscosidade. Paralelamente, o mesmo comportamento foi visto para 0s géis
mucoadesivos a 37 °C, onde foi observado uma variacao de viscosidade entre 10.900
e 0,39 Pa.s, Esse resultado € interessante e pertinente, pois mesmo com a variagao
da temperatura ndo houve diminuicao da viscosidade.

Na analise dos reogramas dos géis mucoadesivos, foi verificado que os Géis A
e B, que possuem menores concentracdes de carbopol ®, apresentaram um
comportamento indicativo de fluido newtoniano: com o aumento da taxa de
cisalhamento ndo interfere na viscosidade do fluido. O mesmo ocorre com a agua,
reconhecidamente um fluido newtoniano (AULTON, 2005). No entanto, os demais géis
(OO, C e D) com concentracdes de carbopol ® entre 1,0 e 2,0%, se mostraram de
comportamento pseudoplastico, o que favorece sua espalhabilidade sobre o local de
administracdo e ainda sua retirada da embalagem primaria, pois quando o paciente
aplica uma “forga”, isto €, aumento da taxa de cisalhamento, ocorre uma diminuicéo
da viscosidade, o que facilita esses processos (AULTON, 2005).

Sendo assim, os Géis C e D demonstraram mais adequados como preparacdes

semi-sélidas mucoadesivas orais, quando observado o comportamento reolégico.
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Figura 59 — Curvas de viscosidades de géis OO, A, B, C e D: (A) 25 °C entre 0 e 14000 Pa.s; (B) 25 °C entre 0 e 500 Pa.s. (C) 37 °C
entre 0 e 14000 Pa.s; (D) 37 °C entre 0 e 500 Pa.s.
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Figura 60 — Reogramas dos géis base de géis OO, A, B, Ce D: (A)a25°C e (B) a 37 °C.
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5.2.3.2.3 Avaliacéao da Liberacdo de NYS contida nos Géis Mucoadesivos

Os resultados do ensaio de liberacdo estdo apresentados na Figura 61. Esse
ensaio foi realizado de forma preliminar, para verificar a influéncia da viscosidade
sobre a liberacdo de NYS, a partir dos géis mucoadesivos, ja que foram preparadas
cinco 5 formulaces de géis. Por essa razao, foi realizado um ensaio relativamente
curto, de 60 min, em pH 7,0 (pH normal da cavidade oral), assim como no trabalho de
Ricci e colaboradores (2005), que também realizou um ensaio de liberagcéo curto, de
cerca de 20 min, a partir de géis de poloxamer 407 para liberacéo controlada. Todavia,
em outros trabalhos, a avaliacdo de liberacdo de farmacos a partir de formulacdes
semi-sélidas com emprego de célula de difusdo tem sido realizada por 4 a 6 horas,
mesmo para preparacdes orais (BABY, 2007; DJEKIC et al., 2015).

Quando se observa a Figura 62, pode-se inferir que a liberacdo de NYS nos
quatro géis contendo NYS DS G2 (49) ndo apresentou diferenca entre elas, ja que 0s
perfis de liberacédo estdo bem proximos uns dos outros. Embora, no intervalo entre 50
e 60 min, foi notado um leve declinio na liberacdo de NYS para o Gel D, e no caso do
Gel C foi visto uma constancia na liberacdo. Esses resultados podem ser indicativos
qgue no Gel D, a NYS pode ter uma diminui¢éo de sua liberagédo com passar do tempo,
mas seria mais apropriado que o esse ensaio fosse realizado em um intervalo de
tempo maior, para ratificar esse comportamento. Dessa forma, nao é prudente afirmar
gue a liberacéo do farmaco nesse gel tende a diminuir.

Entretanto, quando se observa o Gel OO, que contém NYS MP, e os Géis A,
B, C e D, que contém NYS DS G2 (49), fica evidente que os géis com a NYS na forma
de dispersédo solida apresentam a liberacdo do farmaco muito superior quando
confrontada a liberacao a partir do gel com NYS na forma de matéria-prima. Isso pode
ser que o aumento da solubilidade de NYS na forma de disperséo sélida, proporciona
o0 aumento da dissolucdo da NYS na cavidade oral, e consequentemente, aumenta
sua liberacdo. Dessa maneira, os resultados de liberacdo de NYS a partir dos geéis
mucoadesivos corroboram com a hip6tese de que o aumento da solubilidade levaria
ao aumento da disponibilidade da NYS na cavidade bucal, e o que foi confirmado pela
avaliacdo de sua liberagéo.

Essa relagdo de aumento da solubilidade e aumento da liberagdo de farmaco

também foi observada em um trabalho realizado por Madsen e colaboradores (2015),
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onde foram preparadas matrizes de poli(acido-latico-co-acido-glicélic) (PLGA)
contendo albumina bovina. Eles observaram que a albumina quando solubilizada em
determinados solventes, onde sua solubilidade era maior, e depois incorporada as
matrizes, sua liberacdo era maior.

Quanto a viscosidade, alguns autores relatam uma relagdo inversamente
proporcional entre a viscosidade e a liberagdo de farmacos, ou seja, o0 aumento da
viscosidade acarretaria na diminuicdo da liberacdo de farmacos e por essa razao
foram preparadas os Géis A, B, C e D do presente estudo, contendo concentracdes
diferentes de carbopol ®, com objetivo de verificar essa evidéncia (BETTINI et al.,
1994; RICCI et al., 2005). Esse € o0 caso do estudo promovido por Ricci e
colaboradores (2005), no qual foram preparados 3 géis de lidocaina e poloxamer 407,
nas concentracdes de 20, 25 e 30 % p/p de agente gelificante. Foi observado por
esses pesquisadores que o aumento da viscosidade, teve o menor perfil de liberacao
de lidocaina, como observado na liberacdo a partir da formulagcédo contendo 30 %p/p
do polimero.

No entanto, quando se observa os resultados de liberacdo de NYS a partir dos
Géis A, B, C e D, todos contendo NYS DS G2 (49) e gel base de carbopol ® em
diferentes concentracdes, onde o Gel A contém a concentracdo mais baixa, e o Gel
D, a mais alta, nao ficou evidente diferenca da liberacdo de NYS. Em todos os géis,
os perfis de liberacdo do farmaco estdo muito proximos, apesar do comportamento
reoldgico dos mesmos géis terem sido distintos. O gel A foi o que se mostrou com
menor viscosidade, enquanto o gel D apresentou maior viscosidade. Porém o
aumento da viscosidade nao impactou na liberacdo de NYS. Entdo, no caso do
presente estudo, a viscosidade dos géis preparados com carbopol ® ndo influenciou
na liberacdo de NYS. Esse resultado corrobora com os de outros autores, que também
ndo demonstraram essa relacéo entre viscosidade e liberacdo de farmacos (REPPAS
et al., 1998).
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Perfil de Liberacdo de NYS em Géis Mucoadesivos
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Figura 61 — Perfis de liberacdo de NYS a partir de géis mucoadesivos.

5.2.3.2.4 Teor de NYS contida nos Géis Mucoadesivos

O teor de NYS foi mensurado paras as formulacdes de Gel OO, A, B, C e D,
descrito na Tabela 21. Os valores variam entre 80,81 + 1,11 a 95,11 95,11 + 0,125.
Os resultados demonstraram quem a concentragdo de NYS presente nos géis foi
relativamente alta. Todavia os valores de teor sdo mais baixos aqueles preconizados

nos ensaios de teor encontrados na Farmacopeia Brasileira (2010).

Formulacéao Teor de NYS (%)
Gel OO 95,11 £ 0,125
Gel A 86,23 + 0,245
Gel B 80,81+1,11
Gel C 82,03 £ 0,318
Gel D 81,95 +0,118

Tabela 21 — Teor de NYS contida nos géis mucoadesivos orais OO, A, B, Ce D.
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5.2.3.2.5 Avaliacdo da Mucoadeséo dos Geéis

A forca de destacamento é aquela necessaria para romper a ligacao entre a
formulacdo e a mucosa, num terminado periodo de tempo (JONES et al., 1997). O
trabalho de mucoadeséao é aquele necessario para o rompimento entre a interacéo do
sistema mucoadesivo e a mucosa (SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY,
2006).

Na Tabela 22, estdo demonstrados os resultados da forca de deslocamento (N)
e do trabalho de mucoadeséo (N.mm) dos géis OO, A, B, C e D. Os géis apresentaram
forca de destacamento entre 0,0533 e 0,086 N; e trabalho de mucoadeséo entre 0,031
e 0,138 N.mm. Ao observar os resultados de ambos os parametros, foi visto que ha
nao diferenca entre eles, apesar dos géis terem sito produzidos com quantidades
diferentes de carbopol ®. Apés a andlise estatistica desses dados, ratifica-se que nédo
houve diferenca significativa entre eles. No entanto, os géis apresentaram a
capacidade de aderir & mucosa oral, ja que apresentaram resultados compativeis ao
encontrados por de Nunes (2012), que avaliou formulagcbes contendo de
monolinoleato de glicerila e cremophor ®, e os considerou com propriedades
mucoadesivas. Todavia, quando se observa o trabalho de Jones e colaboradores
(1997), que preparou géis de carbopol ® e policaborfil, formulagdes mais semelhantes
as desenvolvidas no presente estudo, observa-se que os resultados de forca de
destacamento e trabalho de mucoadesao foram bem maiores, variando entre 0,17 e
0,31 N; e 44,3 e 89,5 N.mm, quando comparados o presente trabalho.

Diante dos resultados de mucoadesao, pode-se concluir que a forca de
destacamento e o trabalho de mucoadesdo ndo foram diferentes entre os géis
mucoadesivos orais contendo NYS (seja na forma NYS MP ou NYS DS). Com isso
pode-se concluir que que os géis apresentaram a propriedade de mucoadeséao, porém
nao houve diferenca desse parametro entre as formulacbes. Sabendo que os géis
apresentavam concentracdes variadas de carbopol ®, ou seja, o Gel OO possuia 1,0
% p/p, enquanto o Gel A, 0,5; 0 Gel B 1,0; 0 Gel C, 1,5; e Gel D 2,0% p/p; e baseado
na literatura cientifica que em geral sugere, em alguns casos, 0 aumento da
concentracédo do polimero de propriedade mucoadesiva, pode levar ao aumento da
mucoadesao, por haver maior possibilidade interpenetracdo do polimero na mucosa
(BAGAN et al., 2012; SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG, JOHNSTON, 2005). Assim,
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uma outra relacdo que deveria ser avaliada seria 0 impacto da concentracdo de
carbopol ® frente a mucoadesédo. No entanto, no presente estudo nao foi vista esta

relacdo entre a concentracdo do polimero e a propriedade de mucoadesao.

Formulacdes Concentracédo de Forca de Trabalho de
Carbopol ®934 P  destacamento (N) mucoadeséo (N.mm)
(% p/p)
Gel OO 1,0 0,076 + 0,025 0,138 + 0,052
Gel A 0,5 0,086 + 0,019 0,0922 + 0,028
Gel B 1,0 0,066 + 0,021 0,123 + 0,040
Gel C 15 0,068 + 0,0044 0,125 + 0,066
GelD 2,0 0,0533 £ 0,015 0,031 +0,14

Tabela 22 — Forca de mucoadeséo e trabalho de mucoadesao dos géis OO, A, B, Ce

D.
Legenda: Cada valor corresponde a média (+ desvio padrao), com n=5.

5.2.3.2.6 Conclusdo Parcial da Obtencdo e Caracterizacdo dos Géis
Mucoadesivos NYS DS e NYS MP

Perante os resultados apresentados neste item Obtencédo e Caracterizacao dos
Géis Mucoadesivos NYS DS e NYS MP, algumas observacdes podem ser realizadas.

Inicialmente, escolha do gel base que seria usado para preparo dos géis
mucoadesivos contendo NYS MP e NYS DS foi de grande relevancia. Dentre as bases
disponiveis que eram compativeis com a mucosa oral, pode-se citar o noveon ® e
carbopol ® Assim, um total de 14 formulagcbes foram desenvolvidas com esses
polimeros, empregando apenas noveon ®, ou apenas carbool ®, ou misturas dos dois
polimeros. A preparacdo dos géis foi realizada com a dispersdo dos polimeros em
agua, e posterior ajuste o pH entre 6 e 7. Em seguida, a caracterizacédo dos géis base
foi realizada através do comportamento reoldgico, das caracteristicas sensoriais e pH.
Dentre as formulagGes agrupadas em trés tipos: géis de noveon ®, géis de carbopol ®
e géis de mistura de noveon ® e carbopol ®, os géis de carbopol ® apresentaram
propriedades sensoriais adquadas. Quanto ao comportamento reoldgico, esses
também se mostram mais apropriados, ja que foram os apresentaram maior variacdo
de viscosidade, tanto a 25°C, quanto a 37°C. E dessa maneira, os géis de carbopol ®

foram escolhidos para formarem a base dos géis mucoadesivos de NYS.
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O desenvolvimento dos géis mucoadesivos de NYS foi realizado por meio da
incorporacdo da NYS MP (no caso dos Géis O e OO) e NYS DS G2 (49) (no caso dos
Géis A, B, C e D) nos géis base de carbopol ®, além dos demais excipientes (sacarina,
mentol e metilparabeno). Foram obtidos cinco géis, sendo o Gel O com caracteristica
muito fluida, semelhante a uma emuls&o, o que ndo o caracterizava como uma forma
farmacéutica semi-sdlida, com finalidade comparativa.

A caracterizacdo desses géis mucoadesivos foi realizada pela avaliacdo das
caracteristicas sensoriais, do comportamento reoldgico, da liberacdo de NYS a partir
dos géis e da propriedade de mucoadesdo. Em relacdo as caracteristicas sensoriais,
todas as formulagbes se mostram bem semelhantes.

Quanto ao comportamento reologico, o Gel A apresentou uma variacdo de
viscosidade muito baixa em ambas as temperaturas, de aspecto fluido, o que poderia
comprometer a mucoadesdo. No entanto, quando avaliada essa propriedade, nao
houve diferenca do Gel A, confrontado aos demais géis, assim como a liberacdo de
NYS também se apresentou parecida aos outros géis. Ainda sobre o Gel A, quando
se observou seu reograma, foi percebido um comportamento indicativo de fluxo
newtoniano, ou seja, a variagdo da taxa de cisalhamento néo interferiu na sua
viscosidade. Esse resultado demonstrou-se inadequado para um gel mucoadesivo,
porque espera-se que um comportamento pseduoplastico de formulacdes semi-
sélidas.

Ao avaliar o Gel B, este apresentou uma variacao de viscosidade maior que o
Gel A, porém ainda mais baixa quanto aos Géis C e D, embora esse resultado também
nao tenha comprometido sua mucoadeséo e a liberagcdo de NYS foi semelhante aos
outros géis. Somado a isso, seu reograma apresenta também um comportamento
indicativo de fluido newtoniano, apresentando, entdo, as mesmas caracteristicas
inadequadas do Gel A.

Por outro lado, os Géis C e D se mostram com alta viscosidade, sendo o Gel D
com viscosidade ainda maior que C, devido a concentracdo mais elevada de carbopol
® Ao avaliar seus reogramas, esses @éis apresentaram comportamento
pseudoplastico, o que é desejado para esse tipo de produto farmacéutico. Como
relatado anteriormente, 0 aumento da viscosidade e da concentracéo do polimero nao

influenciaram na mucoadeséo e na liberacdo de NYS, dos Géis C e D.
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Em relagcdo a avaliacdo da liberacdo de NYS a partir dos géis mucoadesivos,
foi evidente que a os géis contendo a NYS DS G2 (49) apresentaram uma liberagao
bem maior, quando comparado ao gel que continha NYS MP. Isso pode ser explicado
pelo aumento da solubilidade da NYS na forma de dispersdo solida, que
possivelmente, aumentou sua dissolucdo e por fim, sua disponibilidade na cavidade
oral. Dessa maneira, 0 desenvolvimento de NYS DS incorporada num sistema
mucoadesivo se mostrou adequada, e resultou numa melhora da liberacdo de NYS,

assim como a solubilidade NYS.

5.3 Desenvolvimento e Validacdo de Métodos Analiticos

5.3.1 Desenvolvimento e Validacdo do Método Analitico por CLAE para a
Quantificacdo de NYS MP

A Farmacopeia Brasileira (2010) propde o ensaio microbiolégico para analise
de teor da NYS. No entanto, esse ensaio dispende tempo: para o preparo adequado
das placas de Petri, que devem conter 2 tipos de camadas (base e superior), para o
crescimento do microrganismo, e para a medicdo dos halos de inibicdo e sua
qguantificacdo (AGUIAR et al., 2010. F. BRAS., 2010a). Além disso, € um método que
pode apresentar baixa precisdo, por conter diversas etapas e ser mais custoso
(AGUIAR et al., 2010). Assim, considerando, o tempo maior de analise e o custo mais
elevando da técnica microbioldgica, foi escolhido o método por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo por espectrofotometria de absor¢cdo no UV para a
determinacao do teor de NYS (WILSON et al., 2001).

De fato, o emprego do método por CLAE para a quantificacdo de NYS, em
substituicdo ao método microbiolégico é possivel, de acordo com doseamento de NYS
realizado com a primeira técnica. No item 5.1.1.2 deste trabalho, o teor de NYS por
CLAE foi de 99,37%, enquanto o doseamento microbiologico foi de 95,04%. Esses
sao préoximos, e corrobora com o uso da CLAE.

Inicialmente, as analises de NYS foram conduzidas nas condi¢cdes descritas
por Wilson e colaboradores (2001), uma vez que este estudo apresenta analises de
NYS matéria-prima e em grande variedade de formas farmacéuticas (creme, pomada,
po, suspensao e comprimidos), indicando a robustez do método, além do mesmo ter
sido validado (WILSON et al., 2001).
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De acordo com trabalho de Wilson (2001), o tempo de corrida foi de
aproximadamente 30 min, com uso de coluna de 250 mm de comprimento. Com esse
tempo extenso, e uma coluna mais longa, que aumenta o tempo de corrida, foi adotada
a fase estacionaria de mesma composi¢cdo, mas com comprimento de 150 mm. Tal
mudanca poderia levar a um tempo de corrida menor, o que resultaria em um método
mais rapido, e com menor gasto de solventes organicos. Além disso, o trabalho relata
0 uso de uma coluna de 150 mm, porém os resultados ndo sao apresentados, mas ha
indicacdo do uso da mesma (WILSON et al., 2001). Dessa forma, no presente
trabalho, foi desenvolvido o método cromatogréafico semelhante ao proposto por
Wilson e colaboradores (2001), porém com modificagcbes em relacdo a: fluxo,
proporcao de solventes da fase movel, e tamanho da coluna.

As alteracbes foram feitas até que os cromatogramas encontrados fossem
reprodutiveis, com tempos de retencao e areas semelhantes. O método desenvolvido
foi devidamente validado, como preconizado pela Resolugcdo RE n° 899, de 29 de
maio de 2003 (BRASIL, 2003). Assim, as demais condi¢cdes cromatograficas foram
mantidas, e 0s ensaios iniciais foram realizados, com uma solucdo de NYS na de
concentracdo de 0,05 mg/mL (solvente: fase mével), obtida a partir de uma solucéo-
mae, com concentracdo de 1,0 mg/mL (solvente: dimetilformamida). As condi¢des do
ensaio foram:

e Fluxo: 1,0 mL/min;

e Temperatura de forno: 30°C;

e Fase movel: metanol:agua:dimetilformamida (50+30+25, v/v/v)

e Deteccao: espectrofotometria de absor¢cao no ultravioleta (comprimento de onda de
305 nm);

e Coluna: C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um;

¢ Volume de injecéo: 20 pL.

Primeiramente, nessas condi¢bes, foi obtido um tempo de corrida de
aproximadamente 10 min, porém o pico principal encontrava-se com baixa resolucéo
(largo), além do surgimento de 2 picos secundarios menores, também relatados por
Wilson e colaboradores (2001), que aumentaram o tempo de analise. Apesar da
diminuicdo acentuada do tempo, ainda foram necessérios ajustes de alguns pontos,

como melhora da resolugéo do pico, por exemplo.
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Assim, sucessivas modificacfes no fluxo e na composicdo da fase moével
(Tabela 23) foram propostas até que os cromatogramas encontrados fossem

reprodutiveis, com tempos de retencéo e areas semelhantes.

Ensaio  Fluxo (mL/min) Fase mével

(metanol:agua: dimetilformamida)

1 0,8 55:30:15
2 1,0 65:20:15
3 1,0 60:25:15
4 1,0 55:30:15
5 0,9 55:30:15
6 0,9 53:30:17
7 0,9 51:30:19
8 0,9 48:30:22

Tabela 23 — Condicbes cromatograficas testadas de fluxo e fase movel para o
desenvolvimento do método analitico por CLAE.

O tempo de retencao do pico principal ficou entre 7 e 8 min e o tempo de corrida
total foi de 9 min. Os picos secundérios, observados anteriormente no presente
trabalho e também citados por Wilson e colaboradores (2001), estavam presentes,

porém com areas bem menores, conforme ilustrado na Figura 62.
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Figura 62 — Cromatograma de uma solucéo de NYS MP a 0,05 mg/mL (solvente fase
movel), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um. Pico principal em 7,33
min e area de 2 239 485 mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
metanol:dgua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); volume de injecdo: 20 uL).
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A partir desse resultado, as condicdes cromatogréaficas foram mantidas e novas
analises com solucdes de concentracdes de 0,10; 0,25; 0,50 e 0,75 mg/mL de NYS
(padréo farmacopeico) foram realizadas, como ilustrado na Tabela 24. As condi¢gbes
gue foram usadas e padronizadas estdo descritas na Tabela 25. Entdo, a proxima

etapa foi a validacdo deste método.

Solucdes de NYSMP  Tempo de retengdo (min)  Area do pico principal

(mg/mL) (mAU.min)
0,05 7,65 2 3642 99
0,10 7,38 14 289 487
0,25 6,85 23 16 1806
0,50 6,81 37 939 033
0,75 6,78 44 437 523

Tabela 24 — Tempo de retencdo (minutos) e area de pico obtidos apds as analises por

CLAE. Os valores representam a média de 3 determinacgdes.
Legenda: min: minutos.
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Condicdes Cromatograficas

Fluxo 0,9mL/min

Temperatura de forno 30°C

Fase movel metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v)

Deteccéo espectrofotometria de absor¢éao no ultravioleta (comprimento
de onda de 305 nm)

Fase estacionaria Coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um

Volume de injecao 20 pL

Tabela 25 — Condi¢cbes cromatogréaficas usadas no ensaio de doseamento de NYS
MP por CLAE.

Os parametros cromatograficos foram estabelecidos mediante os resultados
encontrados, semelhancas dos tempos e observancia da proporcionalidade das areas
de acordo com concentragao das solucdes testadas.

Portanto, a proxima etapa foi a validacao do referente método, de acordo com
a Resolucédo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 de 2003, avaliando os parametros de

linearidade, exatidao, preciséao e especificidade (BRASIL, 2003), descrita a seguir.

5.3.1.1 Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003).

A analise da linearidade foi realizada empregando solucfes padrédo de NYS nas
concentracfes de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 e 0,75 mg/mL, preparadas conforme o item
4.2.3.1.1. A partir dos resultados das analises cromatograficas, em triplicata, a curva
analitica foi obtida e partir desta foram determinados a equacao da reta e o coeficiente
de correlagdo (R?). A Figura 63 apresenta a curva analitica e a Tabela 26 resume os

resultados obtidos.
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Figura 63 — Curva analitica obtida a partir das andlises das solucbes de NYS em
diferentes concentracfes por CLAE com deteccao espectrofotométrica em 305 nm,
nas condicbes descritas na Tabela 13. Cada ponto representa a média de 3
determinacdes.

Curva Analitica
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Concentracdo (mg/mL)
Parametro Valores
Coeficiente de correlacéo (R?) 0,99999
Coeficiente angular (a) 6.10’
Coeficiente linear (b) 235814

Tabela 26 — Parametros relativos a curva analitica do método analitico por CLAE com
deteccao por espectrofotometria de absorcao no UV (305 nm), concentracao de 0,05
a 0,75 mg/mL.

Como a Resolucao RE n° 899, de 2003 preconiza um coeficiente de correlacéo
minimo de 0,99, o método proposto demonstrou-se linear na faixa de concentracédo
entre 0,05 e 0,75 mg/mL (BRASIL, 2003). Essa faixa de concentracdo é adequada
para as analises de teor de NYS nas amostras de NYS MP.

Na Figura 64, encontra-se um cromatograma obtido pela analise das solucdes
de NYS em concentracdo de 0,1 mg/mL. Conforme exposto, o cromatograma A refere-
se a analise da solucédo de NYS preparadas com padréo (pureza 6273,22 Ul/mg) e o
cromatograma B, refere-se a analise da solugédo de NYS preparada com matéria-prima
(NYS MP). Como demonstrado, ambos apresentam semelhancas em relagcdo ao

tempo de retencéo e a area do pico.
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Figura 64 — Cromatograma (A): de uma solucdo de NYS padrdo a 0,10 mg/mL
(solvente fase movel), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um. Pico
principal em 6,79 min e area de 5 621 991 mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase mével
metanol:dgua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de injecdo: 20 pL). (B)
Cromatograma de uma solucédo de NYS MP a 0,05 mg/mL (solvente fase movel), com
coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 pum. Pico principal em 7,33 min e area
de 2 239 485 mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel metanol:agua:dimetilformamida
(ﬁgJ:BO:ZZ, v/vIv); Volume de injecdo: 20 pL).
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5.3.1.2 Precisao e Exatidao

A precisado refere-se a forma de avaliar qudo préximos sdo os resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostra. J4 a exatiddo de um método
analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacao
ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003), descritos nos itens 4.2.3.1.2 ¢ 4.2.3.1.3.
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Para avaliar a precisdo e a exatidao, foram analisadas solugdes de NYS
padrdo, de concentracdes baixa, média e alta, ou seja, 0,10; 0,25 e 0,50 mg/mL
(concentracgdes tedricas).

A precisdo do método analitico foi calculada com uso da Equacdo 3 (item
4.2.3.1.2). A precisdo variou de 0,099 a 0,61%, para as amostras analisadas no
mesmo dia (precisao intra-corrida), e entre 0,11 e 0,29 % para as amostras analisadas
em dias diferentes (precisdo inter-corridas). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 27. Assim, de acordo com a Resolucdo RE n° 899, de 2003, o valor maximo
aceitavel para o ensaio de precisdo ndo deve ultrapassar 5%. Dessa forma, pode-se
afirmar que o método se demonstrou adequado (BRASIL, 2003).

Ja a exatiddo do mesmo método analitico, calculada através da Equacéao 4
(item 4.2.3.1.3) variou de 95,32 a 96,72% para as amostras analisadas no mesmo dia
(exatidao intradia) e entre 98,36 e 104,5 % para as amostras analisadas em dias
diferentes (exatidéo interdias). Os resultados também estdo apresentados na Tabela
27. Dessa forma, os valores devem variar em 5%, como preconiza a legislacdo
sanitaria vigente, e como esses estao dentro do limite aceitavel, pode-se dizer que o

método se demonstrou adequado, quanto a exatiddo (BRASIL, 2003).

Preciséo (%) Exatidao (%)
Concentracao de NYS Intra- Inter- Intradia Interdia
(mg/mL) corrida corrida
0,10 0,099 0,15 96,44 99,41
0,25 0,12 0,29 95,32 98,36
0,50 0,61 0,11 96,72 104,5

Tabela 27 — Precisao intra-corrida e inter-corrida e exatiddo intradia e interdias
referentes ao método analitico para quantificacdo de NYS por CLAE com detecc¢éo
por UV. Cada valor representa uma média de trés determinagdes (n=3).

5.3.1.3 Especificidade

A especificidade refere-se a capacidade que o método apresenta em medir
exatamente um dado composto na presenca de outros componentes, como

impurezas, produtos de degradacéo e constituintes da matriz (BRASIL, 2003).
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Tratando-se de um método analitico por CLAE, € esperado que este seja capaz
de quantificar a NYS MP, mesmo na presenca de outras substancias. Assim, foi
realizado um ensaio cromatografico apenas com a fase moével (metanol, agua miliQ e
dimetilformamida, na proporcdo de 48:30:22, v/vlv), para verificar se 0os solventes
usados nao poderiam interferir. Na avaliacdo da especificidade, empregando os
mesmos parametros cromatogréaficos, ndo foi visto a presenca de interferentes no
mesmo tempo de retencao do farmaco, conforme demonstrado nas Figuras 65, o que
comprova a especificidade do método.

Figura 65 — Cromatogramas (A): de uma solugdo NYS MP a 0,75 mg/mL (solvente
fase movel), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um. Pico principal em
6,797 min e area de 5 621 991 mAU.min (fluxo: 0,9 mL/min; fase movel
metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de injecdo: 20 pL). (B): fase
movel ), com coluna C18 de fase reversa, 4,6 x 150 mm, 5 um (fluxo: 0,9 mL/min; fase
movel metanol:agua:dimetilformamida (48:30:22, v/v/v); Volume de injecao: 20 pL).
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5.3.2 Desenvolvimento e Validacdo do Método por Espectrometria de Absorcao
no Ultravioleta para Quantificagcdo de NYS nas DS

Para a quantificacdo de NYS a partir das dispersdes solidas, foi eleito o método
por espectrometria de absor¢do no ultravioleta. Aléem disso, foram eleitos os meios,
nos quais a NYS MP e NYS DS foi analisada, para a avaliacdo da solubilidade.

A escolha dos meios, ou seja, o tampao fosfato pH 7,0 e o tamp&o acetato pH
5,5 ocorreu, diferentemente dos meios normalmente usados para ensaios de
avaliacdo de solubilidade, devido ao microambiente da cavidade oral. Nela, as
variacdes de pH sdo menores, quando comparadas as do trato gastrintestinal, e o pH
5,5 e pH 7,0 sdo criticos no ambiente oral (BONAMICI, 2009; LAZARO, VALENCA,
CHIAPPINI, 1999; MADSEN et al., 2013; PASSOS, FREITAS, SAMPAIO, 2011; U.S.,
2000; SATO, 2002). Assim, a cavidade oral normalmente encontra-se em pH 7,0, e
esse € reconhecimento como seu pH fisiolégico (BONAMICI, 2009; MADSEN et al.,
2013; SATO, 2002; PASSOS, FREITAS, SAMPAIO, 2011).

Por outro lado, o pH 5,5 € o resultado da producao de acido organicos, a partir
de acucares que foram ingeridos e permaneceram na cavidade bucal. Quando o pH
esta em 5,5, ocorre a desmineralizacao dos dentes e, consequentemente, a formacao
de caries. Sabendo que a céarie € uma doenca multifatorial, que relaciona interacéo
entre hospedeiro, microbiota oral e dieta, o pH 5,5 foi escolhido também para ser
avaliada a solubilidade da NYS (LAZARO, VALENCA, CHIAPPINI, 1999).

Apbs a definicdo dos meios empregados como solvente final nas solugbes que
foram analisadas no ensaio de solubilidade, alguns parametros foram estabelecidos
no desenvolvimento do método, e posteriormente o método foi validado de acordo
com a Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003, de 2003. As condi¢des usadas
no ensaio foram determinadas mediante a uma série de testes com solu¢des de NYS
MP em diversas concentracdes, até alcancar a faixa de 10,0 a 70 pug/mL, onde foi visto

linearidade. Na Tabela 28 foram reunidas as condi¢bes do ensaio.

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



179

Condic¢des do ensaio por espectrofotometria

Método Espectrofotometria de absorcao no UV

Comprimento de onda 279 nm

Solventes Agua; tampéo fosfato pH 7,0; e tamp&o acetato pH 5,5
Volume da aliguota 150 pL

NUmero de amostras 3

Tabela 28 — Condicdes do ensaio por espectrofotometria para o desenvolvimento do
meétodo analitico para quantificacdo de NYS nas DS.

5.3.2.1 Linearidade

Conforme descrito no item 4.2.3.2.1, a andlise da linearidade do referido
método foi feita com emprego das solu¢des-teste de NYS padréo, nas concentracdes
de 10,0; 37,5; 50,0; 62,5 e 80,0 ug/mL, onde os solventes usados foram 0s mesmos
empregados como meio do ensaio de solubilidade: agua; tampéao fosfato pH 7,0; e
tampdo acetato pH 5,5. Com base nos resultados, foram construidas 3 curvas
analiticas (para cada meio usado), assim determinadas as equac¢fes da reta e os
coeficientes de correlacdo (R?). Esses valores encontram-se na Tabela 29 e nas

Figura 66 foram apresentadas as curvas analiticas.

Valores

Parametros Agua Tampao fosfato  Tampao acetato

pH 7,0 pH 5,5
(c::é))rel‘f(;failzgtt)e(Rz) de 4,990 0,999 0,990
Coeficiente angular (a) 0,0157 0,0174 0,0212
Coeficiente linear (b) 0,106 0,0177 0,0633

Tabela 29 — Parametros relativos as curvas analiticas do método analitico por
espectrofotometria de absor¢cédo no UV, concentracdes de 10,0 a 70,0 pg/mL.

Wichelle Maria Gongalues Bando de Hguiar



180

Figura 66 — Curvas analiticas obtidas a partir das solucdes de NYS padrdo, em
concentracdes entre 10,0 a 75,0 pg/mL, com uso de espectrofotometria de absorcao
no UV (279 nm). Cada ponto refere-se a média de 3 determinacdes. (A) Solvente:
agua, (B) Solvente: tampéao fosfato pH 7,0, (C) Solvente: tampao acetato pH 5,5.
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As 3 curvas analiticas obtidas apresentaram os coeficientes de correlacéo (R?)
igual a 0,99, como preconizado pela Resolugcdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003
demonstrando que o método é linear na faixa de concentracdo entre 10,0 e 70,0

pg/mL.

5.3.2.2 Precisao e Exatidao

A precisdo do método analitico para a quantificacdo da NYS, considerando
todos os meios usados no ensaio de solubilidade variou entre 0,90 e 4,41% para as
amostras analisadas no mesmo dia (intra-ensaio) e entre 0,12 e 4,06% para aquelas
analisadas em dias diferentes (inter-ensaio).

Ja a exatidado do presente método para a quantificacdo de NYS, em todos o0s
meios empregados, variou entre 95,01 e 104,8% para as amostras avaliadas no
mesmo dia (intradia), e entre 95,23 e 103,9% (interdia). Os dados estdo demonstrados
na Tabela 30.

Dessa forma, a exatiddo e a precisdo ndo ultrapassaram 5%, nos diferentes
meios (dgua; tampéao fosfato pH 7,0; e tampao acetato pH5,5), conforme preconizado
a Resolucdo RE n° 899, de 2003, e o método foi considerado preciso e exatidao.
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Preciséo (%) Exatidéao (%)

Solventes Concentragao Intra-ensaio Inter-ensaio Intradia Interdia

NYS (ug/mL)

10 1,85 2,43 104,11 95,23
Agua 37,5 2,89 1,83 100,7 97,76
75 2,35 4,06 100,9 96,24
Tampao 10 4,41 2,54 95,01 103,9
fosfato 37,5 0,90 0,86 96,35 99,51
pH70 75 1,15 1,19 97,41 96,63
Tampio 10 3,67 0,12 104,8 103,7
acetato 37,5 0,39 0,36 95,39 96,99
pH 5,0 75 2,80 1,69 97,21 98,01

Tabela 30 — Preciséo e exatiddo referentes ao método analitico por espectrofotometria
de absorcdo no UV para quantificacdo de NYS em agua; tampao fosfato pH 7,0; e
tampdo acetato pH 5,5. Cada valor corresponde a uma média de 3 determinacdes.

5.3.2.3 Especificidade

O método analitico por espectrofotometria de absorcdo no UV é uma
metodologia rapida e parte de principio que a grande maioria das substancias
absorvem na faixa do ultravioleta. No entanto, para que este seja usada de forma
seletiva para a quantificacdo do analito, no caso NYS, espera-se que os carreadores
nao sejam interferentes, ou seja, ndo apresentem absorbancia em 279 nm.

Dessa forma, para avaliacdo da especificidade foram empregadas as mesmas
condicbes do ensaio, e as solugdes contendo os carreadores (lactose, HPMC,
methocel, Polo 407 e Polo 188), e varreduras foram realizadas, que comprovou que
nao ocorreu absorbancia de nenhuma matriz em 279 nm, demonstrando que o método

se apresentou especificidade.
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5.3.3. Desenvolvimento e Validacdo de Método de CLAE para Quantificacao de
NYS contida do Géis Mucoadesivos

Para a quantificacdo de NYS a partir dos géis mucoadesivos, foi desenvolvido
e posteriormente validado o método analitico por CLAE, com deteccdo no UV. O
método seguiu inicialmente, o método previamente desenvolvido para quantificacao
de NYS MP (item 5.3.1), com adequacéao as particularidades da forma farmacéutica e

a presenca de excipientes.

5.3.3.1 Linearidade

A analise da linearidade foi realizada empregando solucfes padrédo de NYS nas
concentracbes de 0,5; 3,0; 5,0; 8,0 e 10,0 pg/mL, preparadas conforme o item
4.2.3.3.1. A partir dos resultados das analises cromatogréficas, em triplicata, a curva
analitica foi obtida e partir desta foram determinados a equacao da reta e o coeficiente
de correlacdo (R?). Assim apdés a construcdo da curva analitica, os resultados
encontrados foram: R? igual a 0,9929, o coeficiente angular igual a 55250 e o

coeficiente linear igual a 682134.

5.3.3.2 Precisao e Exatidao

Para avaliar a precisdo e a exatidao, foram analisadas solu¢cdes de NYS
padrdo, de concentracfes baixa, média e alta, ou seja, 0,50; 5,0 e 10,0 pug/mL
(concentracdes teodricas).

A precisdo do método analitico foi calculada com uso da Equacédo 1 (item
4.2.1.3.1). A precisao variou de 0,211 e 0,891 %, para as amostras analisadas no
mesmo dia (precisao intra-corrida), e entre 0,098 e 0,512 % para as amostras
analisadas em dias diferentes (precisdo inter-corridas). Os resultados estdo
apresentados na Tabela 32. Os resultados estédo de acordo com a Resolu¢do RE n°
899, de 2003, o valor maximo aceitavel para o ensaio de precisdo ndo deve
ultrapassar 5%.

A exatiddo do mesmo método analitico, calculada através da Equacéo 2 (item
4.2.1.3.3) variou de 95,12 e 98,91% para as amostras analisadas no mesmo dia
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(exatidao intradia) e entre 97,91 e 103,41 % para as amostras analisadas em dias
diferentes (exatiddo interdias). Os resultados também estdo apresentados na Tabela
30. Dessa forma, os valores devem variar em 5%, como preconiza a legislacéo

sanitaria vigente.

Preciséo (%) Exatidéao (%)
Concentracao de NYS Intra- Inter- Intradia Interdia
(mg/mL) ensaio ensaio
0,10 0,079 0,098 95,66 99,09
0,25 0,891 0,512 95,12 97,91
0,50 0,761 0,211 97,87 103,41

Tabela 31 — Precisdo intra-ensaio e inter-ensaio e exatidao intradia e interdia
referentes ao método analitico para quantificacdo de NYS por CLAE com detecc¢éo
por UV. Cada valor representa uma média de trés determinacdes.

5.3.3.3 Especificidade

No caso de um método analitico por CLAE, é esperado que este seja capaz de
quantificar a NYS a partir dos géis mucoadesivos, mesmo na presenca dos
excipientes usados (carbopol ®, sacarina, mentol e propilaparabeno). Desse modo, foi
realizado um ensaio cromatografico com gel placebo, ou seja, contendo todos os
excipientes, exceto a NYS, nas mesmas condicdes, para verificar se esses poderiam
interferir na quantificacdo de NYS. Na avaliacdo da especificidade, ndo foi visto a
presenca de interferentes no mesmo tempo de retencéo do farmaco, o que comprova

a especificidade do método.
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6. CONCLUSOES
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Através do método de eliminacao do solvente, com emprego de evaporador rotativo
e liofilizador, foram desenvolvidas e obtidas 13 formulacdes de dispersdes soélidas
de NYS: Formulacdes A, 4, 6, 7, 14, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 e 52. Estas
formulagBes foram obtidas na forma de sélido.

A partir dos ensaios de analise térmica (DSC e TG/DTG), foram investigadas e
observadas as diferencas do comportamento térmico das amostras (NYS,
carreadores, misturas fisicas da NYS com carreador, e formulagdes), indicando
quais formulacBes apresentaram caracteristicas de formacdo das dispersdes
soOlidas de NYS. Segundo os resultados, h& indicios de que as NYS DS (A), NYS
DS G1 (6), NYS DS G1 (7), NYS DS G1 (14), NYS DS G2 (47), NYS DS G2 (48) e
NYS DS G2 (49) tenham resultado na formagao de uma nova “espécie”, ou seja,
das dispersofes solidas. Porém outras analises serdo empregadas com a finalidade
de confirmar tal observacao.

O ensaio de solubilidade, por meio do método do equilibrio, demonstrou que a
formulacédo de disperséo solida NYS DS G2 (49), onde ha o uso de poloxamer 188
como carreador, na proporgao de 1:1, foi a que apresentou maior resultado frente
a NYS MP, e NYS MF (49), nos meios agua; tampao fosfato pH 7,0; e tampéo
acetato pH 5,5.

A caracterizacdo complementar, para ratificar a indicagdo de formacdo de
disperséo sélida apresentada pela andlise térmica, através das técnicas de DRX,
FTIR e PAMPA confirmaram a formacao do sistema. No ensaio de PAMPA, que
avaliou a permeabilidade efetiva, foi observado que a NYS na forma de DS nao
apresentou aumento da permeabilidade, apesar do aumento da solubilidade.

O desenvolvimento de géis base contendo carbopol ®, noveon ® e a mistura destes
polimeros (carbopol ® e noveon ®) foi possivel, resultando no preparo de 14 bases
mucoadesivas. Estas foram avaliadas por meio das suas propriedades sensoriais
e comportamento reoldgico, nas temperaturas de 25 e 37 ° C, o que levou a escolha
do carbopol ® como gel base para posterior incorporacédo da NYS DS G2 (49).

Os géis mucoadesivos orais de NYS MP e NYS DS G2 (49) foram desenvolvidos e
preparados, com emprego dos géis base de carbopol ® nas concentracées de 0,5;

1,0; 1.5; e 2,0% p/p; e ainda, com uso de propilparabeno, sacarina, mentol. E foram
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avaliados quantos as propriedades sensoriais, 0 comportamento reoldgico, a
liberacdo de NYS, e a avaliagdo da mucoadesdo em ensaio ex Vvivo.

Quanto ao comportamento reologico dos géis, os Géis C e D mantiveram a
propriedade de fluido pseudoplastico, enquanto os Géis A e B, apresentaram uma
curva semelhante de fluido newtoniano, ou seja, que nao sofre influéncia na
viscosidade, independente da taxa de cisalhamento aplicada.

A avaliacdo da mucoadesao demonstrou que todos 0s géis mucoadesivos orais
apresentaram a propriedade de adesdo a mucosa, compativel com literatura e de
forma semelhante, apesar das concentragées de carbopol ® serem distintas entre
0s géis. Os resultados desta andlise indicam que, nesse caso, a quantidade de
polimero ser distinta, esse fato ndo influenciou na adesdo a mucosa.

A avaliacdo de liberacdo de NYS a partir dos géis mucoadesivos orais demonstrou
que a liberacédo da NYS na forma de disperséo sélida — NYS DS G2 (49) — foi bem
maior, quando comparado a NYS na forma “convencional’. Esses resultados
indicam que o0 aumento da solubilidade levou a um aumento da liberacédo, e assim,
a NYS se encontra mais disponivel na cavidade oral.

A avaliacdo de liberacdo de NYS a partir dos géis mucoadesivos orais semelhante,
durante o ensaio de 60 min, embora a concentracdo de carbopol © e,
consequentemente, a viscosidade dos géis foi proporcional com aumento da
quantidade de polimero.

Todos os métodos analiticos empregados: quantificacdo de NYS na MP por CLAE,
quantificacdo de NYS nas DS por espectrofotometria de absor¢do no UV,
quantificacdo de NYS contida nos géis mucoadesivos por CLAE demonstraram-se
adequados para respectivas analises em funcdo da especificidade, linearidade,

precisao e exatidao.
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