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RESUMO

O celecoxibe (CB) é um farmaco da classe dos AINEs inibidores seletivos da enzima
ciclooxigenase (COX-2), os quais produzem efeitos antiinflamatorios, analgésicos e
antipiréticos. Ultimamente vém sendo utilizado como agente de quimioprevencdo, em
diversos tipos de cancer. O mecanismo de acdo quimiopreventivo esta envolvido com a
inibicdo da COX-2, além da influéncia na apoptose e angiogénese. A alta lipofilicidade do
CB pode limitar a sua penetracdo no epitélio da mucosa bucal, prejudicando assim sua
retencdo neste local, e consequentemente seus efeitos quimiopreventivos no cancer de
mucosa oral. Desse modo, para superar esta limitagcdo deve-se promover a penetragdo do
farmaco no tecido. O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento e caracterizagéo de
um sistema de liberagdo topico para o CB utilizando o quitosano (QT) como polimero
mucoadesivo e azona (AZ) como promotor de penetracdo para utilizacdo no tratamento
quimiopreventivo do cancer oral. Também foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas
como pH, reologia, mucoadeséo, liberacdo in vitro e estudos de permeabilidade in vitro
utilizando mucosa de bochecha suina. Os resultados mostram que de forma geral, o
aumento da concentragdo do polimero levou a uma formulagdo com propriedades fisico-
guimicas mais adequadas. As formulacdes contendo QT a 3% apresentaram pH na faixa de
5,8 estando dentro da faixa do pH bucal (5,5 - 7,4); maiores valores de viscosidade
aparente, propriedade de pseudoplasticidade e tixotropia, além de maior forca de
mucoadesdo, que favorecem a retencdo da formulacdo no local de agcdo. Os estudos de
liberacdo in vitro demonstraram que a presenca de QT promove um sistema de liberagcédo
sustentada do CB. O aumento da concentragéo de QT assim como de AZ provocaram um
aumento da viscosidade e consequente diminuicdo da quantidade de CB liberada a partir
das formulacBes. As formulacdes contendo 2% e 3% de QT foram as que demonstraram
adequada liberacéo controlada do CB. Os estudos de permeabilidade in vitro demonstraram
baixa permeacéao através da mucosa e alta retencao tecidual do farmaco, caracterizando um
sistema de liberagdo topico com baixa absorcdo sistémica. Assim, 0 aumento da
concentracdo de AZ e QT levaram ao aumento da retengdo tecidual sugerindo a promocao
de um efeito sinérgico de promocao de penetracdo do farmaco na mucosa oral a partir dos
efeitos do promotor de penetracdo AZ e do polimero mucoadesivo QT. Os resultados
mostraram que as formula¢bes contendo QT 3% na presenca de AZ 2% e 3% podem ser
utiizadas com sistema de liberacdo do farmaco CB, proporcionando uma liberacdo
sustentada e adequadas propriedades reoldgicas, de pH e mucoadesivas. Além disso, o
sistema foi caracterizado como tépico podendo ser utilizado no tratamento quimiopreventivo

do cancer oral sem causar efeitos adversos oriundos da absor¢ao sistémica do celecoxibe.



ABSTRACT

Celecoxib (CB) is a non steroidal antiinflammatory drug that belongs to COX-2
selective inhibitors, which produce antiinflammatory, analgesic and antipyretic effects. Lately,
it has been explored in chemoprevention of many different types of cancers. The mechanism
associated with chemopreventive action of CB is related to COX-2 inhibition, besides of the
influence in apoptosis and angiogenesis. One challenge to be considered is the high
lipophilicity of CB, which could limit its penetration on buccal epithelium, which is the target
for chemoprevention effect in oral cancer. So, to circumvent this limitation, drug penetration
in the buccal tissue should be promoted. The aim of the present study was the development
and characterization of a topical delivery system for celecoxib using chitosan as
mucoadhesive polymer and azone as penetration enhancer for chemoprevention treatment
of oral cancer. Also, was evaluated the physical-chemical properties as pH, rheology,
mucoadhesion and in vitro release and in vitro permeability studies using porcine buccal
cheek. In general, the results have showed that the increase of polymer concentration led to
formulations with physical-chemical properties more appropriate. The formulation containing
3% of Ch have showed pH values in the range of 5.8, next to buccal pH (5.5-7.4); higher
values of , apparent viscosity, pseudoplastic and thixotropic properties, besides higher
mucoadhesion forces witch favors formulation retention on local action. In vitro release
studies have showed that QT gels promote a sustained delivery system for CB. Increasing of
QT concentration as well as the penetration enhancer (AZ) there was an increased in the
viscosity and consequently decreased CB release from formulations. The 2% and 3% QT
gels were those that have shown more appropriate sustained drug release. In vitro
permeability studies showed low drug permeation through mucosa and high drug retention in
buccal epithelium, characterizing a topical delivery system. The increasing of AZ and QT
concentration led to an increase of tissue retention, suggesting a synergistic effect of drug
penetration enhancement based on AZ and QT effects. The results has showed that
formulations containing QT 3% containing AZ 2% and 3% could be used as delivery system
for CB, providing a sustained release and appropriate pH, rheological and mucoadhesive
properties. Besides, the system was also characterized as topical wich could be used on
chemoprevention treatment for oral cancer without causing adverse effect from systemic

absorption of celecoxib.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANTIINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Os antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) constituem um grupo heterogéneo de
compostos que apresentam efeitos terapéuticos similares para o tratamento da dor,
inflamacao e febre. Seus principais efeitos sdo antiinflamatério, analgésico e antipirético

(GOODMAN & GILMAN, 2003).

Os AINEs sao farmacos cujo mecanismo de acdo envolve a inibicdo da enzima
ciclooxigenase (COX), a enzima-chave para a sintese dos prostandides e tromboxanos. Os
prostandides sdo mediadores lipidicos que coordenam uma enorme variedade de processos
fisiologicos e patoldgicos através de receptores de membrana localizados na superficie das
células alvo (FITZPATRICK & SOBERMAN, 2001). Estas sustancias tém importante funcao
homeostatica na protecdo da mucosa gastrica, fisiologia renal, gestacdo e agregacao
plaquetaria, além de terem sua producao induzida em condigdes como inflamagao e cancer
(ARAUJO et al.,, 2005). Através da inibicao da COX, os AINEs produzem efeitos
antiinflamatérios (modificagdo da reacdo inflamatdria), analgésicos (redugéo de certos tipos
de dor) e antipiréticos (reducdo da elevagdao da temperatura) (HANG et al., 1999). Além
disso, compartilham numa maior ou menor extensado, de alguns efeitos adversos como
ulceragdes, sangramentos, perfuragoes e obstrugdes gastrintestinais (ARAUJO et al., 2005).
Sabe-se que existem duas isoformas da enzima ciclooxigenase: COX-1 e COX-2. A primeira
€ uma enzima constitutiva, expressa na maioria dos tecidos do organismo, agindo na
producao de prostaglandinas que controlam os processos fisioldgicos normais. A COX-2 nao
esta presente na maioria dos tecidos normais e tem sua concentragdo aumentada

principalmente nos processos inflamatérios (MERIC et al., 2006).

Os primeiros AINES desenvolvidos foram os classicos AINEs n&o-especificos
(indometacina, naproxeno, ibuprofeno, entre outros), que inibem tanto uma como a outra

isoforma da COX e, apesar de terem eficacia comprovada quanto ao efeito antiinflamatério a
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que se propdem, tém uso continuo limitado devido a efeitos adversos gastrintestinais como
dor abdominal, além de perfuracdo ou sangramento gastroduodenal em menor proporg¢ao
(VENTURA et al., 2005). Esses efeitos adversos apresentados sado oriundos da inibicao da
isoforma COX-1. Desse modo, tornou-se necessario o desenvolvimento de uma subclasse
de AINEs, os inibidores especificos de COX-2, com a inteng¢ao de diminuir a inflamagao com
a mesma eficacia, sem provocar os efeitos gastrintestinais oriundos da inibicdo da COX-1.
Entre esses novos AINEs podemos incluir o lumiracoxibe, valdecoxibe, etoricoxibe e

celecoxibe (ARAUJO et al., 2005).

Apesar dos AINEs de 22 geragdo atuarem através da inibi¢cdo seletiva da isoforma 2
da COX, seu uso continuo estd associado ao aumento dos riscos de acidentes
cardiovasculares. Porém, estudos mais recentes evidenciam o potencial desta classe em
provocar efeitos adversos cardiovasculares apenas em individuos predispostos (ARAUJO et

al., 2005).

Mais recentemente sua acdo na carcinogénese tem se tornado mais evidente,
parecendo influenciar na apoptose e angiogénese. (MERIC et al., 2006). Além disso, estudos
recentes comprovam que também exercem um efeito antimutagénico direto em condicoes
de estresse oxidativo (MATHIAS et al. 2006). Ha evidéncias cada vez maiores que indicam o
papel da COX-2 e seus produtos, notadamente a prostaglandina E2 (PGE2), no
desenvolvimento de varios tipos de cancer. A super expressdao da COX-2 tem sido
evidenciada em varios neoplasmas incluindo cancer de célon, estdmago, eséfago, figado,
pancreas, lingua, mamas, pele e oral (KISMET et al., 2004). Isto significa que a enzima COX-
2 pode ser uma molécula alvo na terapia anticancer direcionando para a chave do processo

carcinogénico (MERIC et al., 2006).

Os AINES COX-2-seletivos vém sendo utilizados como agentes de quimioprevengao
(KISMET et al., 2004) os quais tém reduzido significativamente o risco, o nimero, o tamanho
ou a propagacao de alguns canceres (AHNEN et al., 1998). Porém, dados preliminares tém

sugerido que estes farmacos também exibem efeitos preventivos em varias outras doencgas
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de impacto em saude publica (SAWAKOA et al., 1998b; MERIC et al., 2006). O mecanismo
pelo qual os AINES exercem seus efeitos preventivos ainda ndo esta completamente
elucidado, mas parecem estar relacionados, pelo menos em parte, a supressao da enzima
COX-2. Estudos clinicos e analises histoquimicas de amostras de tecidos coletados de
pacientes mostraram que a enzima COX-2 foi extensivamente expressada no cancer oral
(CHAN et al., 1999; AKITA et al.,, 2004). A expressao da COX-2 foi detectada em lesbes
displasicas da mucosa oral humana (MAGNE et al., 2002), sendo também evidenciado que a
indicacao e a atividade da enzima COX-2 ocorre em consequéncia das mudancgas durante o
desenvolvimento da carcinogénese (OSHIMA et al., 1996). Enquanto a eficiéncia da
quimioprevencéo sistémica no cancer oral tem sido bem demonstrada, infelizmente, seu uso
tem sido prejudicado pelos seus efeitos colaterais téxicos, especialmente naqueles
individuos que estdo sob tratamento prolongado ou que adoeceram em consequéncia de
cancer secundario (PAPADIMITRA & HONG, 1997). A toxicidade também limita o uso de uma
dose adequada e por um periodo de tempo suficiente para o resultado desejado. Por essa
razao, a quimioprevengao através da administracdo local de AINEs especificos para a

enzima COX-2 representa uma estratégia mais adequada.

@) celecoxibe (CB), (4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-
illbenzenesulfonamida) ¢ um farmaco antiinflamatério nao esteroidal, capaz de inibir

seletivamente a COX-2. A Figura 1 mostra a estrutura quimica do celecoxibe.

NH, 5,5}3'
&

CH;

FIGURA 1 - Estrutura quimica do celecoxibe
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O celecoxibe ja existe no mercado (nome comercial: Celebra®), na forma de capsulas
orais de 100 e 200 mg sendo indicado para o tratamento sintomatico da osteoartrite e artrite

reumatoide; tratamento da dor aguda; e alivio dos sintomas de dismenorréia primaria.

Recentemente o CB tem sido explorado na quimioprevengdo de varios tipos de
cancer: ovariano (BARNES et al., 2005), mamas (HARRIS R.E. et al., 2006), c6lon (REDDY et
al., 2000) além de carcinoma gastrico, cancer de pancreas, de bexiga, de pele (KISMET et

al., 2004) e oral (NISHIMURA et al., 1999; WANG et al., 2002).

A administracdo tépica do CB (WILGUS et al., 2003) tem mostrado potencial uso
terapéutico na prevengao do cancer de pele induzido por radiagao UVB, ou seja, houve um
efeito quimiopreventivo em estudos com animais pela inibicdo da formacdo de um novo
tumor, retardando a laténcia tumoral. Desse modo, estes estudos demonstraram que o
celecoxibe pode ser utilizado como um potencial agente quimiopreventivo em diferentes
tipos de canceres. O mecanismo de quimioprevencao do CB ainda nao é claro, mas é muito
provavel que seja multifatorial, com a inibicdo da COX-2, indugdo de apoptose e regulagéo

da angiogénese (KISMET et al., 2004).

1.2 O CANCER DA MUCOSA ORAL

O céancer € um processo no qual uma sequiéncia de alteragdes genéticas transforma
gradualmente uma célula normal em cancerosa (KISMET et al., 2004). O cancer da mucosa
oral é tipicamente o resultado de um processo lento e acumulativo que a superficie do
epitélio sofre apds exposicao repetida por carcindbgenos como, por exemplo, o tabaco. Assim
deve-se incentivar a prevencao para inibir ou reverter a carcinogénese antes que se torne
uma doenga invasiva (WANG et al., 2003). O cancer de mucosa bucal é um neoplasma
agressivo, sendo mais freqiiente em homens e associado a habitos como o tabagismo e

alcoolismo (SIECZKA et al., 2001). Estudos em fase inicial revelam a expressédo diferenciada
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de varios genes em fumantes, sendo que esses genes podem ser responsaveis pelo
desenvolvimento de carcinogénese na cavidade oral (SMITH et al.,, 2006). Apesar dos
avancos em radioterapia, quimioterapia e cirurgia, a sobrevivéncia de pacientes com cancer
oral ndo tem tido aumento significativo. Além disso, muitos pacientes que obtiveram cura de

cancer primario desenvolveram lesdes secundarias.

Varios estudos apdiam o conceito de que o desenvolvimento de varios tipos de
cancer, nos seres humanos, esta associado a exposicdo a fatores cancerigenos,
principalmente os ambientais. Os agentes fisicos, quimicos e biolégicos lesam o DNA,
produzindo mutagdes, fraturas cromossdmicas e outras alteracdes do material genético. O
mecanismo de desenvolvimento do cancer é descrito em trés fases: iniciagdo, promocao e
progressao. A iniciagdo envolve a exposi¢gdo a um carcindgeno e a sua interagdo com o
DNA celular, que lhe provoca uma alteragdo permanente. Esta célula alterada permanece
latente, podendo ser eliminada do organismo pelos mecanismos homeostaticos ou vir a
desenvolver outras alteragdes, na dependéncia de novos estimulos. A fase de promocéao
ocorre quando as células iniciadoras, apds a lesdo inicial sdo submetidas a exposigado aos
chamados agentes promotores, apresentando os efeitos carcinogénicos. Como estes
agentes nao sao mutagénicos, seus efeitos podem ser reversiveis numa fase inicial e
somente uma exposi¢cao prolongada poderia induzir efetivamente o processo de
carcinogénese. Ja a fase de progressao consiste no processo pelo qual sdo ultrapassados
0s mecanismos que regulam a replicagado celular, assim como sua organizacdo espacial,
estabelecendo-se o fendtipo maligno.

Em termos gerais, a evolugdo da célula normal para a tumoral é caracterizada por
alteracbes na composicdo dos cromossomas, que podem resultar na ativacdo dos
oncogenes ou na inativagdo dos genes de supressao tumoral. As alteragdes celulares que
resultam da exposicdo da mucosa bucal aos agentes cancerigenos, inicialmente se
manifestam por lesdes inflamatérias inespecificas. Se esta agresséo é intensa e prolongada,

levara ao desenvolvimento das displasias. Estas podem evoluir desde um grau leve até um
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grau intenso e, finalmente, para o carcinoma in situ. A displasia leve corresponde as
alteragdes celulares que se restringem a camada basal e, normalmente, ndo se associa a
figuras de mitose. Na moderada, temos modificagdes que atingem o terco médio do epitélio,
enquanto que na displasia acentuada as alteragdes podem alcangar o tergo superior. A
partir da ruptura da membrana basal, temos entdo o carcinoma micro e macro invasor, que
infiltra, respectivamente, em menor ou maior grau, o tecido conjuntivo vascularizado.

A Figura 2 representa o processo do cancer da mucosa oral em varios graus. Pode-
se notar que é possivel distinguir clinicamente os estagios da doenca. Sendo assim torna-se
facil o diagnéstico nos estagios iniciais da doencga, possibilitando a implementacdo do

tratamento quimiopreventivo, antes que o processo se torne invasivo.

Eritroplasia
(Displasia severa)

Ca Invasor

Leucoplasia planaf
{Displasia leve) \

B |

Leucoplasia mosqueada
(Displasia severa)

Leuco-eritroplasia nodular
(Displasia severa)

FIGURA 2 - Observacgao clinica dos diversos graus do processo do cancer de
mucosa oral (Instituto Nacional de Céncer, 2002).
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1.3 A QUIMIOPREVENCAO

Além da terapia do cancer, a prevengao se tornou uma ferramenta importante no
controle da doenca. Dentre algumas estratégias de prevencdo estdo a diminuigdo da
exposicdo a agentes carcinogénicos, mudangas no estilo de vida pessoal, promogao de
mecanismos de defesa celular e a quimioprevengao (HAIL et al., 2008). A quimioprevengao
se refere ao uso de farmacos ou substancias naturais para prevenir lesbes pré-cancerosas,
interromper ou reverter o cancer invasivo ou para suprimir 0 processo de carcinogénese.
Consequentemente, um agente quimiopreventivo eficaz deve intervir nos estagios iniciais
pré-cancerigenos para eliminar células pré-malignas ou proteger as células de
transformagdes. Os agentes de quimioprevencao devem apresentar baixa toxicidade e facil
administracdo, considerando o estado de saude relativamente bom dos pacientes
submetidos a este tipo de tratamento (BARNES et al., 2005). A quimioprevencdo é uma
estratégia promissora na inibicdo de carcinoma, antes do desenvolvimento de tumores
invasivos, mas estratégias correntes estdo longe de estarem satisfatorias, especialmente
por causa da toxicidade significativa dos agentes quiomioterapicos envolvidos (WANG et al.,
2002). Os agentes que agem na quimioprevencao do cancer bloqueiam a transformacao de
células normais e suprimem a promog¢ao de células pré-malignas e malignas. Acredita-se
que o mecanismo de acdo, no qual esses agentes quimiopreventivos promovem a
supressao da promocgdo e progressao de células pré-malignas estd envolvido com a
modulacdo da proliferacao celular e/ou diferenciacdo, como é o caso, por exemplo, dos

inibidores seletivos COX-2 (HAIL et al., 2008).

O cancer oral representa o primeiro tumor sélido no qual se estabeleceu uma
estratégia de prevencgao aplicavel. Seu desenvolvimento se da em diversos passos a partir
de varios estimulos carcinogénicos na mucosa oral. As lesdes se iniciam geralmente em
condigbes pré-malignas e sao facilmente diagnosticadas clinicamente. Devido a algumas

razbes tornou-se um modelo ideal para investigacdo de estratégias quimiopreventivas. A
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primeira delas € o conhecimento dos fatores etiolégicos como tabaco, alcool e infecgbes por
virus. Além disso, a identificacado de lesdes pré-malignas (leucoplasia, eritroplasia e fibrose
submucosa); a definicdo de um modelo de progressado tumoral distinguindo displasia leve,
moderada e severa e a possibilidade de execucdo de exames de bidpsia repetidos e

imediatos contribuem para a sua eleicdo como modelo (VERONESI et al., 2005).

Diversos agentes terapéuticos ja foram estudados na quimioprevencdo do cancer
oral, incluindo retindides, beta-caroteno, vitamina E, selénio e inibidores COX-2 (KURIAKOSE
& SHARAN, 2006). A descoberta de duas isoformas da COX (COX-1 constitutiva e COX-2
induzida) permitiu uma nova oportunidade na aplicagdo dos AINEs. Altos niveis de COX-2
ocorrem no processo inflamatério e estao diretamente associados com a progressado do
cancer e angiogénese do tumor, ja que estdo altamente expressos em diversos tipos de
cancer. A Figura 3 mostra a via de sintese dos protanoides a partir do acido araquidénico
que é liberado da membrana fosfolipidica pela fosfolipase A2. COX-1 e COX-2 convertem o
acido araquidbnico em protaglandinas (PGG2) seguida da conversao de PGH2 em outras
isoformas de PG e tromboxanos (TXA2). Dentre eles a PGE2 é o prostanoide principal e
exibe diversas atividades bioldgicas via receptores PGE2. Isso sugere que os inibidores
especificos da COX-2 podem ser poderosos agentes quimiopreventivos. Muitas evidéncias
suportam a hipétese de que a COX-2 tem um papel crucial na carcinogénese. O nivel de
prostaglandina produzido por tumores malignos € maior do que os encontrados em tecidos
normais, provavelmente devido ao aumento da expressdo da COX-2 nesses tecidos.
Acredita-se que a prostaglandina exerce um papel importante na patogenicidade do cancer
devido aos seus efeitos na proliferagao celular, angiogénese e apoptose. Esta hipotese é
suportada por resultados epidemioldgicos e experimentais de que inibidores da COX,

incluindo AINEs, protegem contra uma variedade de tumores (CHUM & SURH, 2004).



27

Glicerofosfolipideos
Fosfolipase A, —» l <+— Fosfolipase C

I— Araquidonato —I

COX-1 PGG, COX-2
(constitutiva) L (induzida)
I J
/ ) PTHZ <\‘ \
/ ¢ >
< EP, - Py EP., é receptor PGE;

1 EP2 EP \
Proliferacao celular Angiogénese

Apoptose Metastase

FIGURA 3 - Via de sintese dos prostandides a partir do acido araquiddnico e
envolvimento com a COX-2 no desenvolvimento do cancer.

O CB ja demonstrou sua acdo quimiopreventiva em estudos pré-clinicos contra
diversos tipos de cancer (CROWELLI at al, 2005) e a partir do resultado desses estudos foi
aprovado pelo FDA como farmaco de escolha para o tratamento de polipose adenomatosa
familiar. Baseado na eficacia dos estudos pré-clinicos, o celecoxibe foi utilizado em estudos
in vivo na prevencao de alguns tipos de cancer (CROWELLI et al., 2005). Esses estudos
demonstraram o efeito do celecoxibe na quimioprevengao do cancer garantindo seu futuro

uso como agente quimiopreventivo (LIPPMAN, 2008).

KISMET et al (2004) sugerem que o efeito quimiopreventivo dos AINEs esta
relacionado com outros mecanismos de acdo, além da inibicado da COX que resulta na
diminuicdo da produgao de prostagladinas. Um deles é a indugdo de apoptose, que ja foi
evidenciada em estudos com diversos tipos de cancer como coélon (SHENG et al., 1998)
estdmago (SAWAKOA et al., 1998a; SAWAKOA et al., 1998b) prostata (LIU et al.,, 1998) e

leucemia mieldide crénica (SUBHASHIMI et al., 2005). Esses autores concluiram que, apesar
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de seu mecanismo de quimiprevencdo nao estar completamente elucidado, o celecoxibe
pode ser considerado um potente agente quimiopreventivo em diferentes tipos de cancer
com menor toxicidade e efeitos colaterais em relagdo com outros AINEs. WANG e
colaboradores (2003) demonstraram que a aplicagao topica do CB exerceu feito inibitdrio
significativo em células de carcinoma oral, indicado uma nova estratégia no tratamento

preventivo do cancer oral nos estagios iniciais da doenga.

No intuito de elucidar a penetragcdo local de antiinflamatérios nao esteroidais
utilizados na quimioprevencao do cancer oral através da liberagdo tépica, SOOD e
colaboradores (2005) realizaram um estudo de permeabilidade topica com esses farmacos.
Os resultados elegeram o celecoxibe como farmaco de escolha devido as suas
propriedades fisico-quimicas e bioquimicas mais adequadas para a aplicagao topica.
Baseado nesses resultados 0 mesmo grupo desenvolveu um estudo de quimiprevengao
utilizando o celecoxibe aplicado topicamente em modelo animal. O farmaco demonstrou
reducdo na incidéncia de carcinoma e seu efeito na prevencado do cancer foi associado a

inibicdo da sintese de prostaglandina (LI et al., 2005).

Em resumo, estas observagdes implicam que a enzima COX-2 pode ser um
excelente alvo para o tratamento de lesbes orais pré-malignas e apoiam a raz&o para 0 uso
do CB como farmaco potencial para a quimioprevencdo do cancer oral. Sendo um AINE
seletivo para COX-2, se aplicado diretamente no local de agao desejado, o CB poderia
constituir uma inovagao terapéutica para a quimioprevencdo do cancer oral, reduzindo o

risco de efeitos colaterais sistémicos, enquanto preserva a eficacia do tratamento.
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1.4 A MUCOSA BUCAL

A mucosa bucal apresenta uma extensa area de tecido liso, imével, expansivel e
com espessura razoavel (500 a 800 um), possuindo uma area ideal para aplicacédo de
sistemas de liberagdo prolongada. Em comparagdo com a pele, a mucosa bucal é de 4 a
4000 vezes mais permeavel (SO0D et al., 2005), porém é menos permeavel que a mucosa
sublingual, facilitando o controle da absorcao sistémica (PEDRAZzI, 1999). Por outro lado,
quando comparada com o trato gastrointestinal, possui melhor acessibilidade e menor
atividade enzimatica. Finalmente, apresenta ainda vantagens em relacdo a tolerancia a
potenciais agentes sensibilizadores em comparagdo com a mucosa hasal e a pele

(JUNGINGER et al., 1999).

A mucosa bucal é composta por diversas camadas de diferentes tipos celulares
(Figura 4). Divide-se basicamente em tecido conectivo, lamina basal, epitélio e muco. O
epitélio é similar ao epitélio estratificado escamoso encontrado no resto do corpo humano,
porém nao queratinizado. A fungao do epitélio é proteger o tecido contra a perda de fluido,
contra antigenos, substancias carcinogénicas, toxinas microbianas e até mesmo da acgao de
enzima proveniente da ingestdo de alimentos e bebidas (HARRIS D. et al., 1992). O tecido
conectivo € composto de lamina propria o qual é irrigado com veias e capilares venosos que
chegam a veia jugular interna, e submucosa, que fica logo acima da camada epitelial. O
muco € uma secrecao espessa composta por sais inorganicos suspensos em agua € da
glico-proteina mucina, que cobre as células epiteliais da mucosa bucal. A parte densa do
agucar presente na molécula da mucina proporciona capacidade de ligagdo com agua e
também resisténcia a protedlise, o que pode ser importante para manutencdo da

propriedade de barreira da mucosa. (SUDHAKAR et al., 2006).
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FIGURA 4 — Estrutura da mucosa oral (Adaptado
de SUDHAKAR et al., 2006).

O muco é um excelente lubrificante, mas também tem fung¢ao protetora. Possui
propriedades de aderéncia, espalhando-se como uma pelicula fina sobre a superficie bucal.
Em pH bucal, o muco pode formar uma estrutura de gel fortemente coesiva que se liga com
a superficie do epitélio como uma camada gelatinosa. O muco, portanto, permite o
movimento relativo entre as células, exercendo um importante papel na adesao de sistemas

de liberagao mucoadesivos (PEDRAZzI, 1999).

A saliva é secretada pelas glandulas salivares e cobre, juntamente com a mucina, a
superficie da mucosa oral. As fungcbes da saliva sido, entre outras, a manutencdo da

hidratacao, lubrificacdo e atividade antimicrobiana. Assim, a saliva e a mucina salivar
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parecem contribuir para as propriedades de barreira da mucosa oral (SUDHAKAR et al.,
2006). O fluido oral pode ser considerado um fluido protetor de todos tecidos desta
cavidade, pois age como tampao, mantendo o pH na faixa de 5,75 a 7,05 e é composto
basicamente de agua (99,5%), compostos orgénicos (0,3%) e compostos inorganicos (0,2%)
(ScHoLz et al., 2008). A continua secre¢cao de saliva pelas glandulas salivares (0,5 - 2,0
L/dia) leva a diluicdo subsequente do farmaco, podendo levar a perda de farmaco dissolvido
ou em suspensao e finalmente a remocado da formulacdo aplicada na cavidade bucal,
constituindo uma desvantagem em relagao a retencdo do medicamento no local aplicado

(MILLER et al., 2005).

1.5 SISTEMAS DE LIBERACAO MUCOADESIVOS

Geralmente, a saliva e as atividades mecanicas removem rapidamente o
medicamento aplicado sobre a superficie da mucosa bucal, dificultando a retencdo da
formulagao na superficie do tecido alvo por tempo e concentracdo adequadas. As formas de
liberagédo bucal convencionais possuem algumas limitagdes como diluicdo continua da dose
pelo fluxo salivar com consequente diminuigao na biodisponibilidade para absorcao, além de

nao permitirem comer, beber ou falar.

Uma forma de liberacao ideal deve permanecer na boca por algumas horas e liberar
o farmaco de forma controlada e unidirecional (LOPEZ et al., 1998). A fim de preencher os
requerimentos terapéuticos, as formulagbes para liberagao bucal devem possuir algumas
caracteristicas como: boa mucoadesédo, alta resisténcia contra mecanismos de remocéao
fisiolégica, proporcionar contato prolongado da formulagdo com a mucosa e possuir
propriedades de liberacdo prolongada (SANDRI et al. 2004). Desse modo, substancias ou
sistemas de liberagdo mucoadesivos para a mucosa bucal sdo necessarios para

administracado de farmacos por esta via (LOPEZ et al 1998).
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A liberacdo de farmacos a partir de sistemas bioadesivos em tecidos mucosos
envolve trés diferentes camadas: o proprio sistema bioadesivo, a camada mucosa e a
camada celular do epitélio. Ocorre uma mutua interpenetracdo entre as camadas
envolvidas, favorecendo um aumento da area de contato entre elas e estabelecendo

ligacdes fisicas entre o sistema bioadesivo e o substrato bioldgico (PEDRAZzI 1999).

A mucoadesao envolve a ligagdo de um polimero natural ou sintético a um substrato
biolégico, ou seja, aumenta a intimidade e a duragéo do contato entre o veiculo contendo o
farmaco e a superficie da mucosa (HUANG et al., 2000). E um método pratico de
imobilizacao ou localizacdo e um aspecto novo e importante em sistemas de liberacdo. Um
sistema de liberagdo mucoadesivo pode melhorar a eficacia do tratamento, mantendo a
concentragdo do farmaco no nivel terapéutico, inibindo a diluicdo do farmaco em fluidos

bioldgicos, e permitindo o direcionamento do farmaco para locais especificos.

A forca de biodesdo é a forca interfacial que mantém unidos o material adesivo e
tecido biolégico. Os métodos para mensurar a mucoadesdo de sistemas de liberacao
mucoadesivos sado importantes no desenvolvimento destas formulagbes para estudar a
compatibilidade, estabilidade e forga de ligacdo bioadesiva. Estes métodos podem ser

qualitativos ou quantitativos (SUDHAKAR et al., 2006).
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FIGURA 5 — Representacdo esquematica da teoria de adesao difusional - camada superior e
inferior (a) antes do contato, (b) logo depois do contato, (c) depois de um periodo
de contato, (d) interpenetracdo entre as cadeias poliméricas e a camada de muco
da mucosa (Adaptado de HUANG et al., 2000).

As formulacbes bioadesivas utilizam como componente adesivo os polimeros, os
quais formam liquidos viscosos quando hidratados, aumentam o tempo de retencao sobre a
superficie da mucosa e proporcionam interagdes adesivas. Os polimeros bioadesivos devem
possuir algumas propriedades fisico-quimicas incluindo hidrofilicidade, grupos formadores
de ligacdo de hidrogénio, flexibilidade para interpenetracdo no muco e tecido epitelial e
propriedades viscoelasticas. Além disso, ndo devem ser téxicos, nem irritantes, ter boa
espalhabilidade, serem biodegradaveis e biocompativeis e aderir rapidamente a mucosa

bucal (SUDHAKAR et al., 2006).

Estudos de revisao relatam o uso de algumas classes de polimeros bioadesivos:
hidrogéis, copolimeros, polimeros multifuncionais e polimeros tiolados. Os hidrogéis sao
matrizes hidrofilicas que absorvem agua quando submetidas a meio aquoso e liberam as
moléculas do farmaco através de espagos ou canais que se formam com o relaxamento da
cadeia. Alguns exemplos de polimeros que formam hidrogéis incluem poliacrilatos,
polioxietilenos, algumas gomas naturais como goma xantana e goma guar, celulose e
derivados. Os copolimeros sao formados por dois ou mais mondmeros diferentes,
resultando numa cadeia com diversas propriedades. Alguns copolimeros sao formados por
mondmeros hidrofébicos e hidrofilicos que sdo chamados de polimeros micelares, sendo
que esses sao capazes de incluir moléculas individualmente. Os polimeros tiolados sdo uma
classe especial de polimeros multifuncionais chamados de tiémeros, os quais sao
macromoléculas hidrofilicas que exibem um grupo tiol livre na cadeia polimérica e sao
capazes de formar pontes dissulfeto com residuos de cisteina presentes nas glicoproteinas
que cobrem a membrana mucosa. Estes polimeros sédo representados por derivados do
acido poliacrilico e derivados do quitosano. Existem também os polimeros multifuncionais,

que possuem outras propriedades além da bioadesao, como inibicdo enzimatica e efeito de
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promotor de permeacdo. Alguns exemplos s&o poliacrilatos, policarbofil e o quitosano

(SUDHAKAR et al., 2006).

O primeiro estudo utilizando polimero na forma de filme como veiculo para a
liberacdo do celecoxibe para inibicao de células do carcinoma oral humano foi descrito por
WANG et al, 2003. Neste estudo, camundongos sem pélo foram inoculados
intradermicamente com as células de carcinoma e posteriormente os animais foram tratados
com o filme polimérico desenvolvido. Os resultados indicaram que a aplicacdo da
formulacao no local de acao desejado produziu efeito inibitério significante sobre as células
do carcinoma oral, pelo menos quando o tratamento foi conduzido nos estagios iniciais da
doenga. Desse modo, os resultados deste trabalho indicaram que o tratamento local com
formulagdes poliméricas do celecoxibe pode prevenir ou tratar o cancer oral nos estagios

iniciais.

1.5.1 O uso de géis de quitosano como sistema de liberacdo mucoadesivo de

farmacos

Os novos sistemas capazes de modificar a liberagdo de farmacos liberando-os na
quantidade adequada num determinado local de absor¢ao possuem algumas vantagens
sobre os sistemas de liberagcdo convencionais, como por exemplo, a reducido de efeitos
colaterais e a freqliéncia de administragao; além do direcionamento do farmaco para o local
de acdo especifico. No caso da via bucal, a biodisponibilidade de farmacos tém sido
melhorada com o uso de formas farmacéuticas bioadesivas, pois estas prolongam o tempo

de residéncia do farmaco no local de acao, além de alcancgar uma liberagao sustentada.

O quitosano (QT) (Figura 6) € um copolimero linear composto por unidades de 2-
acetamino-2-deoxi-p-D-glucopiranose e 2-amino-2-deoxi-B-D-glicopiranose ligadas por
ligacbes B (1-4) (THANOU et al., 2001). Pode ser produzido por deacetilagdo alcalina da

quitina, um polissacarideo facilmente encontrado na natureza, proveniente de crustaceos,
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insetos e alguns fungos. E, portanto, de facil obtengéo e barato. O QT ndo é tio facilmente
definido em termos de composicdo quimica exata, portanto refere-se geralmente a uma
familia de polimeros que sao caracterizadas em relagdo ao numero de unidades de agucar
por molécula polimérica, o que define o peso molecular, e pelo grau de deacetilagéo.
Embora o grau de deacetilacdo afete a solubilidade do quitosano em solugdes aquosas, o
polimero é soluvel em solugdes acidas, e fracamente solivel em solugcbes basicas fracas

(DODANE & VILIVALAM, 1998).

FIGURA 6 - Estrutura quimica do quitosano com
x = grau de acetilagdo e n = numero
de unidades de acucar por polimero
(DODANE &VILIVALAM, 1998).

Por possuir diversas propriedades, o QT tem ampla aplicagdo em varias areas de
atuagdo, como na agricultura, industria e medicina. Além disso, varios estudos realizados
nos Uultimos anos comprovam que o quitosano possui varias aplicagbes no campo
farmacéutico. Dentre suas propriedades que interessam a esta area, estdo a
mucoadesividade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade (LDs, = 16 g/Kg)
(DODANE & VILIVALAM, 1998) e alta resisténcia contra mecanismos de remocéo fisiologica
(SANDRI et al., 2004). Seus usos nao se limitam a via de administragao, ja que existem
estudos relatando o seu uso em diversas vias tais como oral, parenteral, nasal e ocular
(DODANE & VILIVALAM, 1998). Devido as suas propriedades, o quitosano tem sido muito

utilizado nessa area, principalmente como sistemas de liberacdo de farmacos, pois promove
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uma liberagéo sustentada, além de atuar como agente de mucoadeséao (LOPEZ et al., 1998;
EROGLU et al., 2002; OBARA et al., 2005) bem como promotor de penetragao, principalmente
seus derivados (SCHIPPER et al., 1999; THANOU et al., 2001; SANDRI et al., 2004; LANGOTH et
al., 2005). O quitosano tem se mostrado eficaz como promotor de permeagao em sistemas
mucoadesivos para aplicacdo na cavidade oral de farmacos lipofilicos e hidrofilicos como
demonstrado por LOPEZ et al.,, 1998. Outros estudos relatam o uso de quitosano como
mucoadesivo em formulagdes para o tratamento de cancer de bexiga (EROGLU et al., 2002),

cancer de mama e colon (JAUHARI et al., 2006).

Em sistemas de liberacdo de farmacos, o quitosano apresenta varios usos
promissores em diferentes formas como disco bucal (LANGOTH et al., 2005) solugboes
(SCHIPPER et al.,1999; SANDRI et al., 2004; OBARA et al., 2005;) filme polimérico (HAUPT et
al., 2006) comprimidos (LOPEz et al., 1998) e géis (AKSUNGUR et al., 2004). Dentre os
estudos recentes que utilizam o quitosano como sistemas de liberacdo mucoadesivo restrito
ao tratamento de patologias que acometem a mucosa bucal, podemos destacar: disco bucal
para o tratamento de diabetes tipo 2 (LANGOTH et al., 2005), gel e filme contendo nistatina
para o tratamento de micose oral (AKSUNGUR et al., 2004) e solu¢do polimérica contendo

aciclovir para o tratamento de patologias virais (SANDRI et al., 2004).

1.6 PERMEACAO DE FARMACOS ATRAVES DA MUCOSA ORAL

A principal funcao do epitélio bucal é de protecéo do tecido subjacente. Por ser uma
regido ndo queratinizada, com permeabilidade de barreira baseada em lipidios, a camada
epitelial protege os tecidos subjacentes de perda de fluidos e entrada de antigenos,
carcinégenos, toxinas microbioldgicas e enzimas de alimentos. O potencial de absorcao pela
mucosa bucal é influenciado pela solubilidade lipidica e peso molecular do difusante, além
do pH e sua influéncia na ionizagdo das moléculas. As espécies nao ionizadas penetram

mais facilmente através da mucosa oral comparadas com as espécies ionizadas.
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O fluxo de permeacédo através da mucosa oral varia de acordo com as caracteristicas
fisico-quimicas da molécula. O processo de difusao através da mucosa oral pode ser por
difusao passiva, mediado por carreadores ou por endocitose. A difusao passiva pode ocorrer
por duas rotas: transcelular (através das células) ou paracelular (entre as células), sendo
esta ultima de maior importancia (SUDHAKAR et al.,, 2006). Os espacos intercelulares do
epitélio da mucosa constituem a maior barreira a penetragdo de substancias altamente
lipofilicas ou hidrofilicas, dificultando sua permeacao no/através do epitélio bucal. Desse
modo, a permeacao pelas membranas € um fator limitante no desenvolvimento de sistemas
de liberacdo de farmacos bioadesivos, pois o epitélio que circunda a mucosa bucal € uma
barreira muito eficaz contra absor¢do de farmacos. Assim a penetracdo do farmaco
dependera do seu coeficiente de particdo nesta membrana, bem como de sua caracteristica

de lipofilicidade ou hidrofilicidade (coeficiente de particdo 6leo/agua).

Em consequéncia da sua estrutura quimica, o CB mostra caracteristicas apolares
sendo, portanto um farmaco lipofilico (VENTURA et al., 2005) e de alta permeabilidade,
pertencendo a classe biofarmacéutica |l (SUBRAMANIAN et al., 2004). Apresenta
caracteristicas de um acido fraco com valores de pKa igual a 11,1, portanto, encontra-se na
forma néo ionizada em pH fisiolodgico. A alta lipofilicidade do CB (Log P = 4,21) (SooD et al.,
2005) pode limitar a sua penetragao no epitélio da mucosa bucal, prejudicando assim sua
retencdo neste local, seu alvo para exercer efeito quimiopreventivo no cancer de mucosa
oral. Desse modo, para superar esta limitacdo deve-se promover a penetragéo e retencao

do farmaco na mucosa oral.

1.6.1 Promotores de penetracao

As substancias que facilitam a penetracdo de farmacos na/através da mucosa bucal
sao chamadas promotores de penetragao. Estes promotores podem ser representados por

varias classes de substancias como agentes quelantes (EDTA), acido citrico e salicilato de
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sédio; tensoativos (lauril sulfato de sédio e cloreto de benzalcbnio); sais biliares; acidos
graxos; complexos de inclusdo (ciclodextrinas) e polimeros tiolados. Estas substancias
agem sob diversos mecanismos de agao como mudanga na reologia do muco; aumento da
fluidez da bicamada lipidica ou aumento da atividade termodindmica dos farmacos
(SUDHAKAR et al., 2006). A maioria dos agentes que aumentam a permeabilidade da pele,
também aumenta a permeabilidade da mucosa oral. Os promotores de permeacao utilizados
para pele como tensoativos, sais biliares e acidos graxos demonstraram aumento da
permeabilidade da mucosa oral em experimentos in vitro e in vivo (NICOLAZZO et al., 2004).
Ja que o epitélio bucal é semelhante em estrutura a outros epitélios estratificados do corpo,
os promotores utilizados para melhorar a permeacao de farmacos em outras mucosas

absortivas tém sido utilizados também para melhorar a penetracao bucal de farmacos.

A azona (AZ) ou laurocapram (Figura 7) € um derivado etoxilado do tensoativo ndo
ibnico Span 20 (LOPEZz et al., 2000). Sua longa cadeia alquilica parece estar envolvida no
mecanismo de promog¢ao da permeagao através da sua insercdo em regides de cadeia
alquilica dos lipideos e seu grupo lactama (mais polar) provavelmente interagindo com
regides mais polares dos lipideos (QUINTANAR et al., 1997). Como se espera de sua
estrutura quimica, a AZ apresenta alta lipofilicidade com Log P em torno de 6,2 e
solubilidade compativel com a maioria dos solventes organicos incluindo etanol e
propilenoglicol. Possui baixa irritabilidade, toxicidade muito baixa (LDsq = 9 g/Kg) e pouca
atividade farmacolégica (WILLIANS et al., 2004). Ja existe no mercado com nome comercial
Azone® e foi desenvolvida especificamente para promogdo de permeacdo na pele, no
entanto, tem sido estudado como promotor de permeacido de farmacos na mucosa oral
(NICOLAZZO et al., 2004). Outros estudos revelam que a AZ incorporada na formulagcido, bem
como utilizada como pré-tratamento aumenta a retencéo tecidual de farmacos lipofilicos na

mucosa bucal (NICOLAZZO et al., 2005b).
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FIGURA 7 - Estrutura quimica da azona (WILLIAMS et al. 2004).

A AZ é eficiente em baixas concentragbes aumentando o transporte de varios
farmacos como antivirais, antibidticos e esterdides (WILLIANS et al., 2004). O mecanismo de
acao da azona na promogao de permeagao através da mucosa oral ainda n&do esta muito
claro. Sabe-se que na pele, este mecanismo esta envolvido com a ruptura da estrutura
lipidica na regiao intercelular do estrato cérneo resultando na promogédo da difusdo do
farmaco. Porém, a estrutura lipidica da mucosa oral humana (ndo queratinizada) encontra-
se num estado menos organizado que o estrato cérneo; entdo é improvavel que a AZ possa
afetar a ordenacéo lipidica e a difusividade de farmacos através da mucosa oral. Nestes
casos, a promog¢ao da permeacgdo estd provavelmente ligada ao aumento da particdo do

farmaco para o tecido alvo (NICOLAZZO et al., 2004).

A AZ possui as qualidades desejaveis para um bom promotor de penetracéo,
aumentando o transporte de varios farmacos. Em estudo recente, envolvendo farmacos
hidrofilicos (cafeina) de lipofilicidade intermediaria (triancinolona acetonida) e lipofilico
(estradiol) utilizando o pré-tratamento da mucosa oral de bochecha de porco com AZ,
NICOLAZZO e colaboradores (2005a) demonstraram que para farmacos hidrofilicos, nao
houve interferéncia no fluxo de permeacéao; para farmacos de lipofilicidade intermediaria,
houve aumento do fluxo de permeagao, no entanto relacionado com o aumento da particao
do farmaco para o tecido; e para farmacos lipofilicos, ocorreu a reducao do fluxo associado
ao aumento da retencdo tecidual do farmaco, sugerindo que a AZ aumenta a capacidade
reservatoria da mucosa bucal. Em outro estudo, NICOLAzzO e colaboradores (2005b)

confirmaram a capacidade da AZ em aumentar a retencao tecidual de farmacos lipofilicos
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(estradiol) na mucosa bucal, sugerindo sua utilizagdo na terapia local como promotor de

permeacgao de farmacos.

1.7 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

No delineamento de formas farmacéuticas de liberacdo controlada, o estudo de
liberacdo in vitro se torna uma ferramenta importante, pois permite a caracterizagdo do
sistema de liberagao a partir da determinagao da sua cinética de liberagdo. Para estudar a
absorcdo bucal deve-se primeiramente considerar como as moléculas penetram nas
membranas inertes artificiais para que posteriormente possa-se fazer uma avaliacdo do seu
transporte pela mucosa. Os estudos de liberagdo in vitro visam a avaliagdo da
liberacdo/cedéncia do farmaco a partir da formulacdo desenvolvida. No caso das
formulacgdes semi-sodlidas, esses estudos tém sido extensivamente investigados utilizando
células de difusao vertical de Franz com membrana sintética. Entre as membranas sintéticas
utilizadas pode-se citar acetato de celulose, borracha ou silicone e ainda sistemas lamelares

projetados para mimetizar os lipideos intercelulares da membrana (ALTON, 2005).

Até o momento nenhum aparato, procedimento ou requerimento para testes de
liberacao in vitro de formulagdes semi-solidas estdo descritos em farmacopéias relevantes.
No entanto, as diretrizes do FDA descrevem procedimentos e requerimentos para estudos
de liberacgao in vitro utilizando células de difusao vertical de Franz. Devido a importancia da
determinacao do fluxo de liberacdo a partir de formulagdes semi-sélidas, € extremamente
desejavel desenvolver métodos compendiais para esta determinagdo. Esses métodos nao
se resumiriam a um unico aparato na farmacopéia para desenvolvimento, caracterizagao
biofarmacéutica e controle de qualidade de todas as formulacbes semi-solidas, devido a
variedade de formulagdes, locais de aplicacao e fluxo de liberagdo da formulagao (SIEWET et

al., 2004).
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1.8 ESTUDOS E PERMEACAO E RETENCAO IN VITRO

Os estudos de permeacao e retencdo em membranas naturais permitem predizer o
comportamento do farmaco através da membrana avaliando sua capacidade de transpo-la,
além de avaliar a influéncia dos componentes da preparacédo farmacéutica na retengéo do

farmaco na mucosa (ALTON, 2005).

Para a realizacdo dos estudos de permeabilidade de farmacos (permeacgédo e
retencéo) alguns modelos s&o utilizados com varios tipos de células de difusdo as quais
foram desenvolvidas para o estudo de permeacgao e retencao, incluindo células de fluxo
continuo e mais comumente as células de Franz (SUDHAKAR et al., 2006). Estas células de
difusdo (Figura 8) consistem em dois compartimentos separados por uma membrana
natural, dispostos verticalmente. O compartimento superior contém a solugdo doadora que é
mantida a concentracao e agitacdo constante e libera o penetrante pela membrana para o
compartimento inferior. Este contém a solugdo receptora em condigao sink, ou seja, deve
ser capaz de assegurar a solubilidade do farmaco, além de mimetizar a condic¢ao fisioldgica
(pH e temperatura). O compartimento inferior ainda possui uma saida lateral por onde
aliquotas da solugao receptora sido coletadas em intervalos de tempo pré-determinados para
a determinagao do conteudo do farmaco permeado. A manuteng¢ao da temperatura a 37°C é
importante para regular o fluxo de permeacgéao e deve ser mantida constante durante todo o

experimento através de sistemas de banho de agua circulante (TANOJO et al., 1996).

Para os estudos de permeabilidade da mucosa oral, a membrana natural mais
utilizada é a mucosa bucal de bochecha de porco (SCHIPPER et al., 1999; NICOLAZZO et al.,
2004; SANDRI et al.,, 2004) devido a similaridade com o epitélio bucal humano em
parametros importantes como permeabilidade, composi¢cédo da barreira lipidica, organizagao

histoldgica e ultraestrutural (LANGOTH et al., 2005).



Compartimento Disco de
doador 1 acrilico

Membrana —

Brago amostrador

Compartimento
receptor

Camisa dupla

Barra magnética

e hélice ﬁ

Braco para
reposigdo de S.R.

FIGURA 8 - Representagao da Célula de Difusao vertical de Franz
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente estudo é desenvolver um sistema de liberagao para o farmaco
celecoxibe utilizando um polimero mucoadesivo (quitosano) e promotor de penetragao
(Azona) para explorar a possibilidade do seu uso na terapia do cancer de mucosa oral. O
sistema de mucoadesao visa prolongar o tempo de interagcdo do farmaco com o local de
aplicacao e consequentemente proporcionar uma alta retengao deste com minima absorgéo
sistémica otimizando assim o efeito local. A presencga da azona visa a superacao da barreira
da mucosa oral, ja que o celecoxibe é altamente lipofilico, e como consequUéncia possa

aumentar a sua disponibilidade no local de acéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obtencao do farmaco celecoxibe a partir de comprimidos comerciais.

= Desenvolvimento de metodologia analitica utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia por detecgao no UV para quantificagcdo do farmaco celecoxibe.

= Obtencao das formulagdes.

= Caracterizagao fisico-quimica das formulagdes: pH, reologia e propriedades

mucoadesivas.

= Estudos de liberacao in vitro.

= Estudos de permeabilidade in vitro usando mucosa bucal de porco.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

3.1.1 Equipamentos e acessorios

e Agitador de tubos ENDOLAB;

e Agitador magnético MAG- MULTI MARTE;

e Balanca analitica METTLER TOLEDO — AG204;

e Balanga de precisdo METTLER TOLEDO - PB3002;

e Baldo de fundo redondo RONI — ALZI;

e Bomba a vacuo;

e Banho de ultra-som UNIQUE -USC 2850;

e (Células de difusao vertical modificada;

e Centrifuga IEC (International Equipment Company) — CENTRA MP4R;

e Coluna Shim-pack CLC — C8 (5um) 250 x 4 mm;

e Condensador PYREX;

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU — bomba modelo LC-
20AT, auto-injetor modelo SIL-20A, detector de arranjo de fotodiodos modelo
SPD-M20A e sistema de dados (software) modelo LC- Solution Multi versao

1.22;

e Dessecador;

e Destilador QUIMIS;

e Eletrodo DME CV1 em KCI 3M DIGIMED;

e Eletrodo tipo escoamento c/ dupla jungdo DME-CV4 DIGIMED;



Espectrofotdmetro de infravermelho ABB FTLA 2000-1000;
Espectrofotdometro de RMN ;

Espectrofotdmetro SHIMADZU UV - 2401 PC;

Maquina universal de ensaios - M.E.M 2000;

Manta de aquecimento QUIMIS;

Membrana filtrante 0,45um MILLIPORE;

Membrana FH (fluorpore) em PTFE, hidrofébica, MILLIPORE;
Pérolas de vidro;

Placa aquecedora com agitagdo CORNING;

Ponto de fusdo BUCHI B-540;

Potenciometro DIGIMED — DM21;

Redmetro Brookfield - DV-III;

Rotavapor QUIMIS Q-218-1;

Seringas descartaveis de 5 mL;

Soxlhet RONI — ALZI;

Tubo Falcon;

Ultra-turrax IKA® T25;

Unidade descartavel filtrante 0,45 ym de poro MILLIPORE.

3.1.2 Reagentes e Materiais de Referéncia

Acetonitrila P.A. (VETEC);

45
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e Acetonitrila para CLAE (TEDIA);

e Acido lactico (TEDIA);

e Azona (NetQem);

e Celecoxib — EXIM-PHARM INTERNATIONAL, teor 99,4% (india);
e Celecoxib — padrao de trabalho, teor 96,62%;

e Etanol P.A. (VETEC);

¢ Fosfato de sodio dibasico P.A. heptahidratado (VETEC);

e Fosfato de sédio monobésico P.A. monohidratado (VETEC);
e Fosfato de potassio monobasico P.A. (PROQUIMIOS);

e Hidroxido de sédio P.A.(PROQUIMIOS);

e Lauril Sulfato de Sédio (VETEC);

¢ Quitosano (SIGMA);

e Saliva artificial (FU - UFRJ);

e Tween 20 (MERCK);

e Tween 80 P.S. (VETEC);

3.1.3 Produtos farmacéuticos

e Celebra® - Capsulas de celecoxib 200 mg, adquiridos no mercado nacional,
fabricados pela Pfizer, acondicionados em blister com 10 céapsulas, lote
BE0002, com data de fabricacdo de maio de 2006, e data de validade em

abril de 2009.
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3.1.4 Material Biolégico

e Mucosa de bochecha suina

3.2 METODOS
3.2.1 Obtencao do farmaco celecoxibe

3.2.1.1 Extragao por solvente em soxhlet

O farmaco foi extraido a partir das capsulas de CB utilizando o método de extracao
por solvente em soxhlet. O conteudo das capsulas foi transferido para um soxhlet e a
extracdo procedeu-se com 300 mL de agua contida em balao de fundo redondo, por cerca
de 2 horas. Posteriormente, o extrato aquoso foi retirado e descartado e procedeu-se entéo
a segunda etapa da extragcao utilizando 300 mL de etanol contido em baldo de fundo
redondo por cerca de 4 horas e meia. O extrato etandlico foi levado para rotaevaporagao por
cerca de 2 horas ou até completa evaporacdo do solvente. O balao entdo foi deixado em
dessecador até peso constante para a secagem completa do material. O procedimento de
extracao foi realizado cinco vezes, com aliquotas de cerca de 30 capsulas cada, totalizando

170 capsulas de Celebra® equivalente a 34,0 g de celecoxibe.

3.2.1.2 Purificagao do farmaco por recristalizacao

Apods extragdo por solvente em soxhlet, o farmaco CB foi purificado através de
recristalizagédo com solvente. Aqueceu-se concomitantemente cerca de 40 mL de etanol e
40 mL de agua destilada até ebulicdo em placa de aquecimento. Adicionou-se etanol ainda

quente a cerca de 2,0 g de CB contidos em béquer sob agitacdo e aquecimento até
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completa solubilizagdo do farmaco. Adicionou-se agua até o aparecimento de turvacgao,
deixando esfriar até precipitacdo do farmaco. O precipitado formado foi filtrado e

posteriormente seco em dessecador até peso constante.

3.2.2 Caracterizacdo do farmaco celecoxibe

3.2.2.1 Faixa de fusao

As amostras em triplicata foram introduzidas em capilares de vidro e levadas ao
equipamento para determinagdo da faixa de fusdo pelo método do capilar (Farmacopéia

Brasileira, 1988).

3.2.2.2 Espectrometria no infravermelho

Foram preparadas pastilhas de KBr contendo 3% (p/p) de CB, as quais foram
levadas ao espectrofotdbmetro de infravermelho, realizando-se varredura do espectro entre
400 e 4000 cm™. As bandas observadas foram caracterizadas de acordo com os grupos

funcionais que a representam.

3.2.2.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

O equipamento foi calibrado utilizando-se referéncia externa. Em seguida as
amostras de CB foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO) deuterado e levadas ao
espectrometro de RMN, realizando-se analise para a medida de carbono e hidrogénio, com

aplicacao de freqiéncia de 100 e 400 MHz respectivamente.
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3.2.3 Quantificacdo do farmaco celecoxibe

A determinacdo do teor de CB apds extracao e recristalizacio foi realizado através
do método por espectrofotometria de absor¢do no Ultravioleta (UV) descrito por Saha e

colaboradores (2002).

3.2.3.1 Condicdes de analise

- Comprimento de onda = 251nm
- Diluente = acetonitrila: tampao fosfato de sédio pH 5,6 (50: 50)

- Tampéo fosfato = fosfato de sddio dibasico heptahidratado 0,1M: fosfato de sddio

monobasico monohidratado 0,1M (94,8: 5,2).

3.2.3.2 Preparo da solugao estoque (SE) de CB

Foram pesados, com precisdo analitica, quantidades equivalentes a 20,0 mg de CB
padrao de trabalho com teor 99,4% (lote:CXB-02/07-08 ) e transferidos para um baldo de
200 mL, cujo volume foi completado com diluente, resultando em solugdo com concentragao

de 100 pg/mL.
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3.2.3.3 Preparo da curva padrao

A partir da SE de 100 pg/mL, descrita no item acima, foram preparadas diluicbes de
1:100; 5:100; 1:10; 15:100; 2:10 com diluente, obtendo-se solugdes com concentragbes de

CB de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pg/mL.

3.2.3.4 Preparo da solugao amostra

Uma quantidade equivalente a 20,0 mg de CB, extraido das capsulas de Celebra®,
foi pesada analiticamente e transferida para um baldo de 200 mL. Adicionou-se 150 mL de
diluente e homogeneizou-se por 10 mim no ultra-som. O volume foi completado com
diluente, resultando numa concentragao de 100 ug/mL. Uma aliquota de 1 mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com diluente e obteve-se

uma solugao de concentracao de 10 pg/mL. As solugdes foram preparadas em triplicata.

3.2.5 Obtencéo das formulagdes

Primeiramente, o gel foi obtido pela dispersao de quantidades suficientes de
quitosano em solugao de acido lactico 1% de modo a obter concentracdes de 1%, 2% e 3%
(p/p) do polimero no gel. O celecoxibe foi incorporado nas formulagdes na concentracao de
2 % (p/p) utilizando etanol (em quantidade suficiente) como agente solubilizante. O promotor

de penetracao azona foi incorporado nas formulagdes nas concentragcoes de 1%, 2% e 3%

(p/p).
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3.2.6 Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes

3.2.6.1 Determinacgao do pH

O pH das formulacbes foi determinado a partir da leitura direta em potencidmetro

com eletrodo tipo escoamento ¢/ dupla jungcdo DME-CV4, especifico para semi-sélidos.

3.2.6.2 Comportamento reolégico das formulagdes

Para este estudo, os parametros fisicos de indice de fluxo, indice de consisténcia,
viscosidade aparente e tixotropia foram avaliados. Foi utilizado um reémetro Brookfield
(Figura 9), modelo DV-III, que é um viscosimetro de rotacdo tipo cone e placa utilizando
como dispositivo de medicdo um cilindro e um spindle (#CP52) para determinacdo das
propriedades reolégicas. A amostra € colocada no cilindro e o spindle interno rotatério
comeca a girar sob uma velocidade angular crescente (1 rpm até 20 rpm) desorganizando o
sistema, e depois segue a uma velocidade angular decrescente, reorganizando o sistema.
Todas as leituras foram efetuadas em temperatura ambiente, portanto, o ensaio procedeu-

se sem avaliagcao da influéncia da temperatura.

As medidas e os calculos necessarios para a obtencdo dos parametros: indice de
fluxo, indice de consisténcia, viscosidade aparente e tixotropia foram realizadas pelo
programa Rheocalc V1.01, assim como os reogramas e convertidos em arquivo OPJ pelo

programa Microcal Origin 7.5.



52

FIGURA 9 - Redbmetro Brookfield- Modelo DV-III

3.2.6.3 Estudo das propriedades mucoadesivas: forga de tenséo

O estudo das propriedades mucoadesivas das formulagdes foi realizado pelo método
quantitativo de resisténcia a tracdo descrita por SANDRI e colaboradores (2004). Este
meétodo mede a forga requerida para romper as ligagcdes adesivas entre a membrana modelo

e o polimero teste (SUDHAKAR et al., 2006).

Os testes fisicos de tracdo foram realizados com a Maquina universal de ensaios
Modelo M.E.M 2000, com célula de carga 10 KgF e velocidade de deslocamento t =
1mm/min, area de contato 400 mm? e forca inicial de contato de 0,2 N por 3 min — seguindo

método similar ao utilizado por PEDRAZzI (1999).
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Para garantir que os corpos de prova ficassem submersos no meio liquido (saliva
artificial) durante o ensaio, foi desenvolvido um sistema de banho com um suporte plex-
glass tipo gaveta acoplado ao mesmo. Os tecidos mucosos suinos foram aderidos a laminas
de plex glass com auxilio de adesivo de cianoacrilato. As laminas foram entdo submersas no
sistema de banho e presas a gaveta. A formulagao teste foi espalhada sobre papel de filtro,
o qual foi preso a um suporte de ago, com abertura superior anelar onde o gancho da pua
de tracao foi assentado. O suporte que contém a formulagcdo é colocado em contato com a
mucosa ja submersa no banho de saliva artificial, e é lentamente deslocado, registrando a
forca de tensdo ao longo do deslocamento. A medida de mucoadesao é dada pela forga de
tensdo maxima obtida ao longo do deslocamento, que coincide com a forga necessaria para
romper as ligagdes bioadesivas. A Figura 10 demonstra o esquema representativo do ensaio

de mucoadesao.

O ensaio foi realizado apenas na auséncia de mucina, pois segundo PEDRAZzzI (1999)
a comparacdo da forca de mucoadesdao em meio contendo ou ndo a mucina, nao

demonstrou diferencgas estatisticamente significativas.
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(a) (b)

(c) (d)

FIGURA 10 - Esquema representativo do ensaio de mucoadesao. (a) e (b) preparo da
amostra; (c) e (d) Maquina universal de ensaios - M.E.M 2000.

A composicdo da saliva artificial (pH = 6,8) utilizada nos ensaios de mucoadesao

esta demonstrada na Tabela 1.
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TABELA 1 - Composigao da saliva artificial utilizada nos ensaios de mucoadesao

COMPOSICAO DA SALIVA ARTIFICIAL

Carboximetil celulose 8,0g
Metilparabeno 109
Sorbitol 70% 240g
Fosfato potassio monobasico 0,247 g
Cloreto de sodio 0,67g
Cloreto de calcio 0,1168 g
Cloreto de magnésio 0,0408 g
Cloreto de potassio 0,96 g
Agua destilada q.s.p 964,938 mL

Os ensaios foram realizados com replicata de seis para cada formulagido. A analise
estatistica foi realizada através do teste One-way ANOVA (teste de multiplas comparagdes

de Tukey).

3.2.7 Estudo de solubilidade e escolha da solucéo receptora

A determinacdo da solubilidade aquosa do celecoxibe foi realizada em varios meios
constituidos de solugao tampéo fosfato de potassio pH 7,4 na auséncia ou na presenca de

tensoativos em diferentes concentracoes:
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e Solucdo tampéao fosfato pH 7,4

e Solugédo Tween 20 (0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%) em tampao fosfato pH 7,4
e Solugédo Tween 80 (0,1%) em tampao fosfato pH 7,4

e Solugao Lauril Sulfato de Sédio (0,3%) em tampao fosfato pH 7,4

e Solugéao Etanol (0,5%) em tampéao fosfato pH 7,4

Um excesso de farmaco foi adicionado a 15 mL de cada solugado testada, estas
foram colocadas sob agitacao por 12 horas. As solug¢des foram entédo centrifugadas a 2817
G por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado com membrana 0,45 ym e analisado por UV
em A=255 nm, determinado a partir da observacido do comprimento de onda de maxima
absorcédo do espectro de varredura. Foi preparada uma curva padréo de trés pontos para

cada solugao testada para a quantificacdo da amostra.

A solugdo onde o celecoxibe apresentou maior solubilidade foi utilizada como
solugao receptora (SR) nos estudos de liberagcao e permeacao in vitro. A solugéo receptora
deve assegurar as condic¢des sink, ou seja, deve ser capaz de solubilizar o farmaco liberado

ou permeado através da membrana artificial ou natural respectivamente.

3.2.8 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) para quantificacdo do CB nos ensaios de liberacéo e

permeacéo in vitro

A metodologia utilizada para a quantificacdo do celecoxibe por CLAE foi ajustada
baseada em métodos descritos na literatura (SUBRAMANIAN et al., 2004; AYALASOMAYAJULA

et al., 2005; ZHANG et al., 2006; HAUPT et al., 2006).
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3.2.8.1 Condigbes cromatograficas:

= Sistema Cromatografico: HPLC Shimadzu LC -20 AT

= Coluna: Shim-pack CLC — C8 (5um) 250 x 4 mm

= Fase moével: Acetonitrila: tampéao fosfato 0,02 M pH 7,4 (70:30, v/v)
= Comprimento de onda: 254 nm

= Fluxo: 1 mL/min

= Temperatura: ambiente

= Tempo de corrida: 10 minutos

= Preparo da amostra em SR (Tween 20 a1,5% em tampéo fosfato 0,02 M pH 7,4)

3.2.8.2 Preparo da solugdo mae (SM) de CB

Foram pesados, com precisdo analitica, quantidades equivalentes a 25,0 mg de CB
com teor 96,62% e transferidos para um baldo de 25 mL, cujo volume foi completado com

fase movel, resultando em solugdo com concentragéo de 1 mg/mL.

3.2.8.3 Preparo da solugao estoque (SE) de CB

A partir da SM de 1 mg/mL, descrita no item acima, foi preparada uma diluicdo 1:10
utilizando solugao receptora como diluente, obtendo solugao estoque com concentragao de

CB de 100 ug/mL.
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3.2.8.4 Preparo da curva padrao

A partir da SE de 100 pg/mL, descrita no item acima, foram preparadas diluicbes de
1:100; 1:10; 2:10; 3:10 e 5:10 com solugdo receptora, obtendo-se solugdes com

concentracoes de CB de 1,0; 10,0; 20,0; 30,0 € 50,0 pug/mL.

3.2.8.5 Preparo da solugao amostra

Foram pesadas com precisdo analitica 50 mg de formulagdo contendo CB 2% p/p
(correspondente a 1 mg de CB) colocadas em um becker contendo 15 mL de solugéo
receptora e levadas ao ultrasson por 30 mim. A solucido foi transferida para um baldo
volumétrico de 25 mL e o volume completado com SR., obtendo solugdo na concentracao

de 40 yg/mL. As amostras foram preparadas em triplicata.

3.2.8.6 Validacdo do método

O método foi validado segundo os requisitos da RE n° 899 (ANVISA, 2003), seguindo
os parametros de linearidade, especificidade, precisao de injecao, precisao inter e intra-day,

exatidao, limite de deteccéo e quantificagao.

Com o objetivo de se avaliar a linearidade do método, foram preparadas a partir da
solugdo-estoque diluicbes de CB em cinco niveis de concentracdo. Para a andlise de
precisdo do método, foram preparadas triplicatas da solugao-estoque e suas respectivas
diluicdes de CB (entre 10 e 30 ug/mL) foram preparadas e analisadas em dois dias
consecutivos (n = 6, para cada ponto). A precisao foi avaliada calculando-se o desvio padrao

relativo (DPR) intra-dia e inter-dias em cada ponto. Para determinar a precisdo de injecao,
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foram realizadas 10 inje¢cdes da amostra de CB na concentracéo de trabalho (10 pg/mL). A
linearidade foi avaliada calculando-se os valores do intercepto (b), da inclinagdo (a) e do
coeficiente de correlacio (r), obtidos do total das réplicas analisadas, submetendo-os em

seguida a testes estatisticos, para avaliacao da regressao linear (y = a + bx).

3.2.9 Estudos de liberag&o in vitro

3.2.9.1 Preparo da solugao receptora

Foi preparada uma solu¢do tampao fosfato de potassio 0,02 M ajustando-se o pH
para 7,4 com o auxilio de um potencidmetro e eletrodo DME CV1 em KCI. Adicionou-se
Tween 20 para atingir concentracao final de 1,5% (p/v) a solugdo tampao previamente

preparada.

3.2.9.2 Montagem da célula de difusdo modificada

A célula de difusdo vertical modificada (Figura 11 a) foi montada utilizando-se a parte
superior do aparelho de dissolugdao com a haste do aparato tipo cesta. O compartimento
doador (Figura 11 b e 11 c) com area equivalente a 1,13 cm? de diametro foi acoplado &
haste do dissolutor. A membrana artificial hidrofébica (fluorpore) foi previamente hidratada
em etanol e em seguida em agua e posteriormente fixada ao compartimento doador com o
auxilio de um anel de teflon (Figura 11 d). Bequeres de 250 mL foram utilizados como
compartimento receptor e inseridos em banho termotatizado. A temperatura foi monitorada

com o auxilio de um termémetro.
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(@)

(b)

FIGURA 11 — Representagcao da célula de difusdo vertical modificada (a);
compartimento doador (b e c); compartimento doador com
membrana e anel de teflon(d).

3.2.9.3 Condigdes de analise

O compartimento receptor foi preenchido com 100 mL de solugao receptora (SR) que
consiste de solugdo de Tween 20 (1,5%) em tampéo fosfato 0,02 M pH 7,4, mantido sob
agitacdo durante o experimento, com o auxilio de barra magnética na velocidade de 500
rpm. A temperatura foi mantida a 37°C durante todo o experimento. Aliquotas de 1 mL de
meio receptor foram retiradas nos tempos: 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas, com reposi¢cao
de igual volume de meio e quantificadas por CLAE. Os ensaios foram realizados para todas
as formulagdes (item 3.2.5) com replicata de seis para cada formulagéo. A analise estatistica

foi realizada através do teste One-way ANOVA (teste de multiplas comparagdes de Tukey).
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3.2.9.4 Estudo de cinética e analise do fluxo de liberagao in vitro

A determinacdo da cinética de liberagéo foi feita através da anadlise de regresséo

linear do grafico de dispersao xy, aplicando trés modelos:
- Ordem zero: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);
- Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz do tempo (h);
- Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h).

A partir da analise do coeficiente linear (r) obtido para cada um dos modelos,
determinou-se a cinética de liberacdo. O modelo que apresentou maior valor de r foi o
escolhido. O valor do fluxo de liberagéo (J) corresponde a inclinagéo (a) da porgao linear da
curva de liberagado para cada formulagao. O fluxo foi calculado para cada cuba (n=6) e o
valor foi expresso pela média + o desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada através

do teste One-way ANOVA (teste de multiplas comparagdes de Tukey).

3.2.10 Estudos de permeabilidade in vitro utilizando mucosa bucal de porco

3.2.10.1 Preparo da membrana natural

Mucosas de bochecha de porco foram obtidas de matadouro logo apés a morte dos
animais. A mucosa foi limpa, separada de tecido subjacente (muscular, adiposo e pele) e

congelada a -20°C até o uso (Figura 12).
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FIGURA 12 - Mucosa de bochecha suina apdés excisao e limpeza

3.2.10.2 Estudos de permeacao in vitro

Para a realizacdo dos estudos de permeacéo in vitro foi utilizada a célula de difusédo
vertical modificada descrita no item 3.2.9.2, utilizando membrana natural de mucosa bucal
de porco. As condigdes de analise utilizadas foram as mesmas descritas no item 3.2.9.3. Os
ensaios foram realizados com replicata de seis para cada formulagdo. A analise estatistica

foi realizada através do teste One-way ANOVA (teste de multiplas comparacdes de Tukey).

3.2.10.3 Estudo de cinética e analise do fluxo de permeacéo in vitro

A determinacao da cinética de permeacéo foi feita através da analise de regressao
linear do grafico de dispersao xy, aplicando trés modelos, do mesmo modo descrito no item

3.2.94.
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3.2.10.4 Estudos de retengao in vitro

Apods os estudos de permeacdo, as mucosas foram retiradas do compartimento
doador e o excesso de formulag&o foi retirado com auxilio de algoddo embebido em agua.
Recortou-se a area correspondente a permeagao e as mucosas foram entdo cortadas em
pequenos pedacos e colocadas em tubos Falcon. Adicionou-se 5,0 mL de etanol em cada
tubo e submeteu-se a trituragcdo em ultra-turrax por 1 min. O sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro e posteriormente em unidade descartavel filirante de poro 0,45 um. A

quantidade retida na mucosa apés 24 horas foi quantificada por CLAE.

Os ensaios foram realizados com replicata de seis para cada formulagido. A analise
estatistica foi realizada através do teste One-way ANOVA (teste de multiplas comparagdes

de Tukey).
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DO FARMACO CELECOXIBE

4.1.1 Determinacdo da massa obtida ap6s extragao e recristalizacéo

¢ Massa inicial: Contetdo de 170 capsulas equivalente a 34,0 g de celecoxibe
e Massa obtida: 26,10 g

¢ Rendimento: 76,76%

4.1.2 Determinacéo do ponto de fuséo

O ponto de fusdo foi realizado em ftriplicata e considerou-se a média entre as trés

leituras.
e Ponto de fusdo=161-163°C

e Ponto de fusao literatura = 157 — 159° C (The Merk Index, 2001)

4.1.3 Espectrometria de infravermelho

O espectro de infravermelho da amostra de celecoxibe em KBr esta representado na

Figura 13.
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FIGURA 13 — Espectro de infravermelho do CB obtido experimentalmente

4.1.4 Ressonancia magnética nuclear

A Figura 14 representa os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono e

hidrogénio do celecoxibe.
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FIGURA 14 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio
do CB

4.2 QUANTIFICACAO DO FARMACO CELECOXIBE

Apés extracdo e recristalizagdo, o farmaco foi quantificado frente a um padrao de
trabalho com teor conhecido (99,4%), adquirido comercialmente, por espectrofotometria de
UV-Vis. A seletividade do método pode ser demonstrada através da observacdo da
auséncia de interferentes nos espectros de varredura do padrao e da amostra observados

na Figura 15.
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FIGURA 15 - Seletividade do método para quantificacdo do CB extraido — espectro de
varredura (a) padréo) (b) amostra

A Figura 16 representa a curva de calibragcéo obtida a partir do padrao de celecoxibe.

A equacao da reta é y = 0,0514x + 0,0025 e o coeficiente de correlagdo r = 1,00. Como o

critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlagdo, segundo a RE n° 899, é de 0,99

pode-se dizer que existe uma relagao linear definida (ANVISA, 2003).

Curva calibracéo padréo celecoxibe
1,2 4 y=0,0514x+0,0025
1] r=1,00
©
'S 0,8
o
«T
2 0,6
2
o 0,4 -
<
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FIGURA 16 — Curva de calibragao do padrao para quantificacido de CB
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A tabela abaixo mostra os resultados de teor obtidos das amostras de celecoxibe

extraidos de capsulas de Celebra® frente a curva de calibragdo do padréo de trabalho (curva

de calibragao acima).

TABELA 2 — Quantificagéo do CB extraido por Espectrofotometria UV-Vis

N Teor (%)  Teor médio (%) DP DPR (%)
1 97,06

2 96,32 96,62 0,39 0,40
3 96,47

4.3 OBTENCAO DAS FORMULACOES

A Tabela 3 representa as formulacbes desenvolvidas e suas respectivas

porcentagens de QT e AZ.



TABELA 3 - Formulagdes desenvolvidas de CB 2% (p/p)
contendo QT na auséncia (Controle) e na
presenca de AZ.

Formulacbes Quitosano Azona

Controle EtOH - -

Controle QT 1% -

QT 1% + AZ 1% 1%
1%

QT 1% + AZ 2% 2%

QT 1% + AZ 3% 3%

Controle QT 2% -

QT 2% + AZ 1% 1%
2%

QT 2% + AZ 2% 2%

QT 2% + AZ3% 3%

Controle QT 3% -

QT 3% + AZ 1% 1%
3%

QT 3% + AZ 2% 2%

QT 3% + AZ 3% 3%

4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FORMULACOES

4.4.1 Determinacao do pH das formulagfes

A Tabela 4 representa os valores de pH das formulagdes desenvolvidas.



TABELA 4 - Determinacao do pH das formulagcbes desenvolvidas

Formulacdes pH

Matriz QT 1%* 3,42
Controle QT 1% 4,36
QT 1% + AZ 1% 4,36
QT 1% + AZ 2% 4,34
QT 1% + AZ 3% 4,36
Matriz QT 2%* 4,44
Controle QT 2% 5,09
QT 2% + AZ 1% 5,10
QT 2% + AZ 2% 5,10
QT 2% + AZ 3% 5,11
Matriz QT 3%* 5,92
Controle QT 3% 5,89
QT 3% + AZ 1% 5,83
QT 3% + AZ 2% 5,84
QT 3% + AZ 3% 5,84

(*) Matriz QT corresponde ao gel puro de QT, ou seja, na auséncia de CB e AZ.

4.4.2 Comportamento reoldgico das formulacdes

Os reogramas obtidos estado representados nas Figuras 17, 18, 19 e 20.
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(B) e 3% (C) na auséncia de CB e AZ.
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e 3% (C) contendo CB 2% (p/p) e na auséncia de AZ.
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FIGURA 20 - Reograma das formulagées de QT 3% contendo CB 2% (p/p) e

na presenca de AZ 1% (A); 2% (B) e 3% (C).
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TABELA 5 - Parametros reolégicos das formulacdes testadas

Formulaces in?lice de ind@ceﬁde' Viscosidade Tixotropia
uxo consisténcia aparente

Matriz QT 1 % X X 58,98 -11796

Matriz QT 2% 0,89 1897 481,67 -192,67

Matriz QT 3% 0,64 14450 1490,23 497,40
Controle QT 1% X X 41,28 -86,50
Controle QT 2% 0,74 1366 198,57 599,63
Controle QT 3% 0,39 13068 574,07 3688,27
QT 2% + AZ 1% 0,98 523,9 171,04 163,18
QT 2% + AZ 2% 0,88 678,1 165,14 194,63
QT 2% + AZ 3% 1,03 4417 169,08 96,33
QT 3% + AZ 1% 0,41 8116 375,51 1950,27
QT 3% + AZ 2% 0,46 9381 513,13 3275,36
QT 3% + AZ 3% 0,41 12987 570,14 3898,58

4.4.3 Estudo das propriedades de mucoadeséo — forca de tenséo

A Tabela 6 e a Figura 21 representam os resultados da medida de mucoadeséao para

as formulagdes de QT (1%, 2% e 3%) na presenga de AZ 1%.
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TABELA 6 - Medidas de mucoadeséao — Forga de tensao (mN) das formulagdes QT 1%; 2%
e 3% contendo AZ 1% (p/p).

Formulacbes

Média  DP DPR

QT 1% +AZ1% 80 90
QT 2% +AZ1% 90 140

QT 3% + AZ1% 230 160

Forga (mN)

60 40 130 150
150 90 120 90
160 220 240 170

93,33 41,79 44,778
115 27,39 23,81

195 38,34 19,66

250,00 ~

200,00 ~

150,00 |

100,00 -|

P <0,001%**

OQT 1% + AZ1%
B QT 2% + AZ1%
OQT 3% + AZ1%

50,00

Forca de tensdo média (mN)

0,00 -

P <0,001***

Formulacdes

FIGURA 21 - Medidas de mucoadeséao — Forga de tensdo (mN) das formulagdes QT

1%; 2% e 3% contendo AZ 1% (p/p). Valores médios e seus desvios

padrdo (n=6) para cada grupo. Significativo para P < 0,05. Teste

estatistico: One-way Anova (teste de multiplas comparagdes de

Tukey)
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4.5 SOLUBILIDADE E ESCOLHA DA SOLUCAO RECEPTORA

A Tabela 7 representa as solubilidades (ug/mL) do CB em diferentes meios (solugéo

receptora).

TABELA 7 — Teste preliminar para escolha da solugéo receptora

Solucéo receptora Solubilidade CB (pg/mL)
Tampéao fosfato pH 7,4 1,38
Lauril Sulfato de Sadio (0,3%) 5,19
Etanol (0,5%) 1,30
Tween 20 (0,5%) 141,85
Tween 80 (0,1%) 39,53

TABELA 8 — Escolha da concentragao de Tween 20

Solucéo receptora Solubilidade CB (pg/mL)
Tween 20 (0,5%) 140,94
Tween 20 (1,0%) 284,56
Tween 20 (1,5%) 472,84

Tween 20 (2,0%) 625,63
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4.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA POR CLAE

PARA QUANTIFICACAO DO CB NOS ENSAIOS DE LIBERACAO E PERMEACAO IN

VITRO

4.6.1 Condi¢des cromatrograficas

= Coluna Shim-pack CLC — C8 (5um) 250 x 4 mm;
= Fluxo: 1mL/min;

= Temperatura: ambiente;

=  Comprimento de onda: 254 nm;

» Preparo da amostra em SR composta de Tween 20 (1,5%) em tampéo fosfato

0,02M pH 7,4;

= Fase movel: Acetonitrila: tampéao fosfato 0,02 M pH 7,4 (70:30).

4.6.2 Validacao da metodologia analitica:

4.6.2.1 Seletividade

Este ensaio mostra a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenga de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradagao e componentes da matriz. A Figura 22 representa os cromatogramas de injecao
da formulacao placebo em comparagao com a injegdo da formulagdo contendo o farmaco

CB.
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FIGURA 22 - Cromatogramas de inje¢ao (a) formulagao placebo (b) formulagao
contendo CB (c) formulagao contendo CB em maiores concentragoes.

A Figura 23 representa o grafico de ratiograms, sobreposicdo de espectros e
espectro de varredura a fim de demonstrar a seletividade do método.
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4.6.2.2 Linearidade

As curvas padrao médias estdo demonstradas na Figura 24.

. Curva de calibracao
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0
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concentracao Concentracao

FIGURA 24 — Curva padrao média do 1° e 2° dia de testes

Os dados apresentados na Figura 24 estdo desmostrados na Tabela 9, de forma

mais detalhada, com intuito de demonstrar a linearidade do método.

TABELA 9 — Analise de linearidade do método

P:J:Eztgzs Dia 1 Dia 2
a 58349 58508
b -1751,7 -4674,8
r 0,99997 0,99999

A linearidade foi comprovada face aos valores de inclinagdo significativos e aos

valores de coeficiente de correlacéo linear superiores a 0,99.
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4.6.2.3 Repetibilidade e precisdo intermediaria

A Tabela 10 representa os resultados obtidos no ensaio de repetibilidade e precisédo

intermediaria.

TABELA 10 - Repetibilidade e precisédo intermediaria

] Preciséo Preciséo
Concentracdo Dia Area sob o pico DP intra-dia inter-dia
DPR (%) DPR (%)

565747
1 570432 271417 0,48
565715
10 yg mL 562409 0,90
2 559665 3211,33 0,57

556008

1097618
1 1096124 1740,57 0,16
1099594
20 yg mL 1103922 0,33
2 1092861 5530,54 0,50

1098428

1647470
1 1695576 24183,38 1,45
1667175 0,98
30 pg mL 1677754
2 1662088 11077,53 0,66

1661682




83

4.6.2.4 Precisao de injegao

A Tabela 11 demonstra os resultados da precisdo de inje¢do. Foram realizadas 10
injecdes da concentracao de trabalho (10ug/mL) para verificar a repetitividade. A precisdo
de injecdo do cromatégrafo pode ser demonstrada quando os valores de DPR encontrados

forem menores que 2%.

TABELA 11 - Precisao de injegao

Area sob o

N oico Média DP DPR (%)
1 2857525

2 2862752

3 2869932

4 2843448

5 2821454 2848924 17612,79 0,62
6 2852638

7 2815920

8 2855611

9 2861291

10 2848672

4.6.2.5 Exatidao

A Tabela 12 demonstra os resultados do ensaio de exatidao realizado pelo método
do placebo contaminado, na qual uma quantidade conhecida de farmaco foi adicionada a

uma mistura dos componentes da formulagao.



TABELA 12 — Exatidao do método
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Quantidade Quantidade

Recuperacao

adicionada recuperada N (%) DPR (%)
(mg) (mg)
80% 32,90 32,82 3 99,75 0,79
100% 39,30 39,37 3 100,18 0,77
120% 47,80 48,43 3 101,32 1,83

4.6.2.6 Limite de quantificacado e deteccao

A estimativa do limite de deteccédo (LD) pode ser feita com base na relagcdo de 3

vezes o ruido da linha de base. O limite de quantificagdo (LQ) é estabelecido por meio da

analise de solugdes contendo concentragcdes decrescentes do farmaco até o menor nivel

determinavel com precisao e exatidao aceitaveis. O LD e LQ podem ser expressos pelas

equacdes abaixo:

LD=DP.x3
IC

Onde:

LQ=DP.x10
IC

DP, = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de

calibragado construidas contendo concentragbes do farmaco préximas ao suposto limite de

quantificacao.

IC = inclinagado da curva de calibracgao.



TABELA 13 — Valores de limite de quantificagao e limite de detecg¢ao

Média DP LD (ug/mL) LQ (ug/mL)

59210
a 61738 59765,67 1761,51

58349 0,04 0,12

-17043
b -16097  -16885,67 722,96

-17517

4.7 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

4.7 1 Perfil de liberagao in vitro

A Tabela 14 representa os resultados dos estudos de liberacao in vitro das

formulagdes desenvolvidas.
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TABELA 14 — Quantidades cumulativas de CB liberado em cada tempo na SR nos

estudos de liberagao in vitro (n = 6) das formulagbes CB (2% p/p) em
etanol (controle EtOH) e em QT 1%, 2% e 3% na auséncia (Controle) e
na presencga de diferentes concentragdes de AZ (1%, 2% e 3%)

86

Controle EtOH - Quantidade de CB liberada (ug/cm?) + DP

Tempo (h)
1 361.23 + 61.68
2 578,40 + 95,43
4 883,22 + 157,77
6 1116,11 £ 184,12
8 1283,72 + 195,68
10 1441,03 £ 214,36
12 1564,12 + 241,74
24 2263,78 + 212,16
QT 1% - Quantidade de CB liberada (ug/cm?) + DP
Controle AZ 1% AZ 2% AZ 3%
1 60.79 + 5.46 13.21 + 12.58 41.22 + 565 27.79 +0.83
2 130,34 + 13,57 49,91+ 18,66 59,79 + 6,78 32,53 £ 1,42
4 242,63 + 18,55 131,70 + 28,64 94,18 + 8,46 41,83 +2,99
6 329,43 + 22,05 205,26 + 32,84 127,87 £ 9,04 52,48 + 4,65
8 416,78 £ 23,40 265,53 + 36,60 157,40 £ 8,59 62,41+ 6,18
10 500,59 + 20,25 295,55 + 80,41 194,74 + 8,58 71,32+7,22
12 576,06 + 18,77 374,29 + 48,38 223,72 £+ 9,13 81,17 £+ 7,82
24 883,05 + 49,18 726,21+ 61,18 437,33+ 17,75 151,75+ 12,08
QT 2% - Quantidade de CB liberada (ug/cm?) + DP
Controle AZ 1% AZ 2% AZ 3%
1 3.40 £ 0.98 5.30 £ 3.19 9.08 +5.02 258+0.24
2 29,71 + 8,61 25,66 * 5,66 6,63 + 2,21 9,83+ 1,10
4 82,33 £ 16,16 74,78 £ 10,24 33,38 £ 1,42 33,81+3,10
6 135,00 + 23,99 138,83 £ 10,27 56,94 + 3,60 64,64 + 18,71
8 176,68 + 21,29 192,63 + 16,26 80,74 £ 5,53 79,88 + 6,60
10 216,18 + 23,91 252,27 + 17,66 111,36 £ 7,45 105,62 + 8,05
12 248,25 + 25,73 294,70 + 25,32 137,28 + 10,75 129,98 + 7,67
24 442,39 + 38,29 580,77 + 46,79 279,07 + 29,01 300,92 + 20,03
QT 3% - Quantidade de CB liberada (ua/cm?) + DP
Controle AZ 1% AZ 2% AZ 3%
1 24.66 + 9.59 4965 +4.82 60.99 + 1.16 73.76 +2.45
2 77,31+9,24 77,66 £ 8,77 70,57 £ 16,50 83,01 £ 18,39
4 134,52 + 11,86 131,01 £ 13,25 119,25+ 7,97 95,83 + 15,39
6 190,67 + 13,45 180,87 + 18,12 138,22 £ 9,41 131,04 £ 7,34
8 235,92 + 15,39 224,28 + 23,18 157,67 + 12,89 153,73 £ 7,61
10 277,59 + 19,62 270,23 + 26,80 188,02 + 10,19 175,08 £ 7,85
12 313,18 £ 22,00 302,40 + 30,31 214,00 + 14,47 195,27 + 7,65

24

550,93 + 35,01

508,28 + 41,95

345,76 + 18,17

310,77 + 15,65




TABELA 15 - Resumo dos dados estatisticos da quantidade de CB acumulado no meio
receptor apds 24 horas de estudo de liberacdo in vitro das formulagbes
em Etanol (Controle EtOH) e em diferentes concentracdes de QT e AZ .

Comparacgao formulacbes Significancia®
Controle EtOH X Controle QT 1% P < 0,001***
Controle EtOH X Controle QT 2% P <0,001***
Controle EtOH X Controle QT 3% P < 0,001***
Controle QT 1% X Controle QT 2% P < 0,001***
Controle QT 1% X Controle QT 3% P <0,05*
Controle QT 2% X Controle QT 3% P >0.05
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 1% P <0,001**
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 2% P < 0,001***
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 3% P < 0,001***
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 2% P <0,001**
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 3% P <0,001**
QT 1% + AZ 2% X QT 1% + AZ 3% P <0,001**
Controle QT 2% X QT 2% + AZ 1% P < 0,001***
Controle QT 2% X QT 2% + AZ 2% P < 0,001***
Controle QT 2% X QT 2% + AZ 3% P <0,001**
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 2% P < 0,001***
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 3% P <0,001**
QT 2% + AZ 2% X QT 2% + AZ 3% P >0.05
Controle QT 3% X QT 3% + AZ 1% P <0,01*
Controle QT 3% X QT 3% + AZ 2% P < 0,001***
Controle QT 3% X QT 3% + AZ 3% P <0,001**
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 2% P <0,001**
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 3% P <0,001**
QT 3% + AZ 2% X QT 3% + AZ 3% P>0.05

comparagoes de Tukey)

() Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de mudltiplas
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A figura abaixo representa o perfil de liberagdo do CB encontrado ao longo de 24
horas para as formulagées Controle EtOH (na auséncia de QT) e Controle QT (1%, 2% e 3%

p/p) na auséncia do promotor de penetragao AZ.

Controle EtOH
2500 | T Controle QT 1%
1 —aA— Controle QT 2%
2000 - —e— Controle QT 3%

1500

1000 +

500 -

Quantidade liberada (ug/cm?2)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

FIGURA 25 - Quantidade de CB liberado (ug/cm?) em fungdo do tempo (h) das formulagées
na auséncia de AZ, contendo QT a 1% (Controle QT 1%), 2% (Controle QT
2%) e 3%(Controle QT 3%) e na auséncia de QT (Controle EtOH).

A influéncia do promotor de penetracdo AZ nas concentragdes 1%, 2% e 3% também
foi analisada para cada concentragéo de QT. A Figura 26 representa o perfil de liberagdo do
CB encontrado ao longo de 24 horas para as formula¢des contendo QT 1% (A), 2% (B) e
3% (C) na auséncia (Controle QT) na presenga do promotor de penetragdo AZ (1%, 2% e

3%).
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FIGURA 26 - Quantidade de CB liberado (ug/cm?) em fungdo do tempo (h) das formulagées
contendo QT 1% (A); 2% (B) e 3% (C) na auséncia (Controle QT) e na
presenga do promotor de penetragao AZ 1%, 2% e 3%.
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4.7.2 Estudo de cinética e analise do fluxo de liberagao in vitro

A partir do perfil de liberagdo pode-se determinar a cinética para cada formulacéo.
Para isso, escolheu-se a porgdo mais linear de cada perfil e aplicou-se os trés modelos
cinéticos (item 3.2.9.4) para determinacdo da equacdo da reta de regressao linear (y = ax
+b). O modelo que apresentou maior valor de correlagao linear r (mais proximo de 1) foi
escolhido como modelo cinético do estudo. O valor de fluxo (J) corresponde ao valor de
inclinagdo (a) da equacgao da reta de regressao linear. Os valores de fluxo (J) e correlagéo

linear (r) das formulagdes analisadas estdo demonstrados na Tabela 16.

TABELA 16 — Determinagao do fluxo (J) e cinética de liberagéo (n = 6) das formulagdes
CB 2% (p/p) em diferentes concentragbes de QT (1%, 2% e 3%) na
auséncia (Controle QT) e na presenca de AZ (1%, 2% e 3%).

Formulagbes Fluxo (J) Correlagao Modelo cinético
(ug/cm?/hora) + DP linear (r)

Controle EtOH 433,11 + 88,41 0,9978 Pseudo-primeira ordem
Controle QT 1% 34,99 + 6,99 0,9850 Ordem zero
QT1% + AZ 1% 29,98 + 3,26 0,9810 Ordem zero
QT 1% + AZ 2% 15,18 + 1,81 0,9982 Ordem zero
QT 1% + AZ 3% 4,87 £1,27 0,9952 Ordem zero
Controle QT 2% 16,80 + 5,08 0,9936 Ordem zero
QT 2% + AZ 1% 25,37 £ 2,08 0,9984 Ordem zero
QT 2% + AZ 2% 12,99 + 2,34 0,9980 Ordem zero
QT 2% + AZ 3% 13,08 £ 0,94 0,9926 Ordem zero
Controle QT 3% 22,09 + 1,47 0,9920 Ordem zero
QT 3% + AZ 1% 20,93 + 3,09 0,9948 Ordem zero
QT 3% + AZ 2% 13,18 £ 2,22 0,9923 Ordem zero
QT 3% + AZ 3% 10,49 £ 0,72 0,9917 Ordem zero




TABELA 17 - Resumo dos dados estatisticos do fluxo de liberacdo apds 24 horas de
estudo das formulagbes CB 2% (p/p) em Etanol (Controle EtOH) e em
diferentes concentracdes de QT (1%, 2% e 3%) na auséncia (Controle
QT) e na presenca de diferentes concentragdes de AZ (1%, 2% e 3%).

Comparagao entre as formulagoes Significancia®
Controle QT 1% X Controle QT 2% P <0,001***
Controle QT 1% X Controle QT 3% P <0,001***
Controle QT 2% X Controle QT 3% P>0,05
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 1% P>0,05
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 2% P < 0,001***
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 3% P <0,001***
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 2% P < 0,001***
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 3% P < 0,001***
QT 1% + AZ 2% X QT 1% + AZ 3% P < 0,001***
Controle QT 2% X QT 2% + AZ 1% P<0,01*
Controle QT 2% X QT 2% + AZ 2% P>0,05
Controle QT 2% X QT 2% + AZ 3% P>0,05
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 2% P < 0,001***
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 3% P < 0,001***
QT 2% + AZ 2% X QT 2% + AZ 3% P >0,05
Controle QT 3% X QT 3% + AZ 1% P>0,05
Controle QT 3% X QT 3% + AZ 2% P < 0,001***
Controle QT 3% X QT 3% + AZ 3% P <0,001***
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 2% P <0,01**
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 3% P < 0,001***
QT 3% + AZ 2% X QT 3% + AZ 3% P> 0,05

() Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de mudltiplas

comparagoes de Tukey)
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4.8 ESTUDOS DE PERMEABILIDADE IN VITRO USANDO MUCOSA BUCAL DE PORCO

4.8.1 Estudo de permeacéo in vitro

A Tabela 18 demonstra as quantidades de CB permeado através do tempo para as
formulagdes desenvolvidas. A Tabela 19 mostra o resumo dos dados estatisticos dos
estudos de permeacédo in vitro. A Figura 27 representa o perfil de permeagdo do CB
encontrado ao longo de 24 horas para as formulagdes contendo QT 1% (A), 2% (B) e 3%

(C) na auséncia (Controle QT) e na presenga do promotor de penetracdo AZ 1%, 2% e 3%.



TABELA 18 — Quantidades cumulativas de CB permeado em cada tempo na SR nos
estudos de permeacgéo in vitro (n = 6) das formulagées CB em QT 1%,
2% e 3% na auséncia (Controle) e na presenca de diferentes
concentragdes de AZ (1%, 2% e 3%).

Tempo (h) QT 1% - Quantidade de CB permeado (ug/cm?) + DP
Controle AZ 1% AZ 2% AZ 3%
1 44,82 + 1,68 29,35+ 0.82 28,90 +0.75 30.21+£0.83
2 44,67 £ 0,72 29,91+ 0,44 29,72 £ 0,31 31,08 + 1,09
4 45,41 +1,19 31,76 £ 0,30 30,93+ 0,35 32,19+ 1,51
6 44,66 + 0,42 31,89+ 0,29 30,72+ 0,44 35,52 + 3,36
8 46,07 £ 0,87 32,44 + 0,45 31,71 +£0,17 36,69 + 4,56
10 47,58 £ 1,21 33,63 £ 0,65 32,50 + 0,50 38,59 + 2,88
12 49,16 + 1,57 33,43+ 1,92 32,48 + 1,63 40,58 + 3,59
24 56,68 + 3,23 35,50 + 0,97 31,16 + 0,96 46,19 + 5,71
QT 2% - Quantidade de CB permeado (ug/cm?) + DP
AZ 1% AZ 2% AZ 3%
1 25,31+ 0.00 25,31+ 0.00 25,31+ 0.00
2 25,57 + 0,00 25,57 £ 0,00 25,57 £ 0,00
4 25,82 + 0,00 25,82 + 0,00 25,82 + 0,00
6 26,07 £ 0,00 26,07 £ 0,00 26,07 £ 0,00
8 26,61+ 0,69 26,33 £ 0,00 26,33 £ 0,00
10 27,22 +1,00 26,58 + 0,00 26,58 + 0,00
12 27,82+ 1,53 26,83 £ 0,00 26,83 £ 0,00
24 32,54 + 3,10 27,09 £ 0,00 27,09 £ 0,00
QT 3% - Quantidade de CB permeado (ug/cm?) + DP
AZ 1% AZ 2% AZ 3%
1 21,97 £ 0.00 21,97 £ 0.00 25,54 £ 5,51
2 22,19+ 0,00 22,19+ 0,00 23,32+ 1,24
4 22,41 £ 0,00 22,41 +£0,00 25,23 + 0,43
6 22,63 + 0,00 22,63 £ 0,00 25,14 + 0,44
8 22,85+ 0,00 22,85+ 0,00 26,73 £ 1,47
10 23,07 £ 0,00 23,07 £ 0,00 27,02+ 2,70
12 23,29 £ 0,00 23,29+ 0,00 27,27 £ 0,98
24 26,32+ 1,35 25,31+ 2,23 28,32+ 1,02




TABELA 19 - Resumo dos dados estatisticos das quantidades de CB acumulado no
meio receptor apds 24 horas de estudo de permeacdo in vitro das
formulagdes CB 2% (p/p) em diferentes concentracdes de QT (1%, 2% e
3%) na auséncia (Controle QT) e na presencga de AZ (1%, 2% e 3%).

Comparagao entre as formulagoes Significancia®
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 1% P <0,001**
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 2% P < 0,001***
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 3% P < 0,001***
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 2% P >0,05
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 3% P <0,05*
QT 1% + AZ 2% X QT 1% + AZ 3% P <0,01**
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 2% P >0,05
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 3% P >0,05
QT 2% + AZ 2% X QT 2% + AZ 3% P> 0,05
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 2% P> 0,05
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 3% P> 0,05
QT 3% + AZ 2% X QT 3% + AZ 3% P >0,05

(*) Significativo para P < 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de mudiltiplas

comparagoes de Tukey)
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FIGURA 27 — Quantidades cumulativas de CB permeado (ug/cm?) em fungdo do tempo (h)
(n = 6) das formulagdes contendo QT 1% (A), 2% (B) e 3% (C) na auséncia

(Controle QT) e na presenca do promotor de penetragdo AZ 1%, 2% e 3%.
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A determinacio da cinética e do fluxo de permeacéo foi realizada de acordo com o

descrito no item 4.7.2. Os valores de fluxo (J) e correlagao linear (r) obtidos a partir dos

estudos de cinética das formulagbes analisadas estdo demonstrados na Tabela 20.

TABELA 20 — Determinacido do fluxo e cinética de permeacdo das

formulagdes das formulagcées CB 2% (p/p) em diferentes
concentragdes de QT (1%, 2% e 3%) na auséncia
(Controle QT) e na presenca de diferentes concentracdes
de AZ (1%, 2% e 3%).

Formulacdes FI2u X0 (J) C.orrelagéo Cinética
(ug/cm*/hora) + DP linear (r)
Controle QT 1% 0,66 + 0,16 0,9990 Ordem zero
QT1% + AZ 1% 0,43+0,10 0,9777 Ordem zero
QT 1% + AZ 2% 0,39 £ 0,11 0,9982 Ordem zero
QT 1% + AZ 3% 0,87 £0,12 0,9936 Ordem zero
QT 2% + AZ 1% 0,13+ 0,00 0,9996 Ordem zero
QT 2% + AZ 2% 0,13+ 0,00 1,0000 Ordem zero
QT 2% + AZ 3% 0,13+ 0,00 1,0000 Ordem zero
QT 3% + AZ 1% 0,11 £ 0,00 1,0000 Ordem zero
QT 3% + AZ 2% 0,11 £ 0,00 1,0000 Ordem zero
QT 3% + AZ 3% 0,75+ 0,20 1,0000 Ordem zero

A Tabela 21 representa o resumo dos dados estatisticos para os valores de fluxo

obtidos a partir dos estudos de cinética de permeacéo para todas as formulacdes testadas.
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TABELA 21 - Resumo dos dados estatisticos do fluxo apds 24 horas de
estudo de permeacao in vitro das formulagbes CB 2%
(p/p) em diferentes concentragdes de QT (1%, 2% e 3%)
na auséncia (Controle QT) e na presenca de diferentes
concentragdes de AZ (1%, 2% e 3%).

Significancia®

Comparacgao entre as formulagdes
Fluxo (J) (ug/cm?hora)

Controle QT 1% X QT 1% + AZ 1% P <0,05*
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 2% P <0,01*
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 3% P >0,05
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 2% P >0,05
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 3% P < 0,001***
QT 1% + AZ 2% X QT 1% + AZ 3% P <0,001**
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 2% P >0,05
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 3% P> 0,05
QT 2% + AZ 2% X QT 2% + AZ 3% P> 0,05
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 2% P >0,05
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 3% P < 0,001**
QT 3% + AZ 2% X QT 3% + AZ 3% P < 0,001***

() Significativo para P< 0,05. Teste estatistico: One-way Anova (teste de

multiplas comparagdes de Tukey).

4.8.3 Estudos de retengao

A Tabela 22 e a Figura 28 apresentam os resultados do estudo de retencao que foi
realizado apds 24 horas de permeacdo para todas as formulacbes testadas. A Tabela 23
representa o resumo dos dados estatisticos dos resultados obtidos a partir dos estudos de

retencao in vitro utilizando mucosa de bochecha suina para todas as formulagdes testadas.
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TABELA 22 — Quantidades retidas de CB (ug/cm? + DP) nas mucosas suinas apés 24

horas de estudo de permeacgéo (n = 6) das formulagdes de CB 2% (p/p)
em QT 1%, 2% e 3% na auséncia (Controle) e na presenca de diferentes
concentracdes de AZ (1%, 2% e 3%).

Formulagdes Quantidade de CB retido (ug/cm? + DP)
Controle QT 1% 34,95 + 8,58
QT1% + AZ 1% 182,97 + 36,99
QT 1% + AZ 2% 105,04 + 22,91
QT 1% + AZ 3% 74,17 £ 16,57
QT 2% + AZ 1% 36,23 £ 10,46
QT 2% + AZ 2% 381,13 + 67,08
QT 2% + AZ 3% 337,04 £+ 62,56
QT 3% + AZ 1% 47,49 + 8,17
QT 3% + AZ 2% 441,16 £ 79,70
QT 3% + AZ 3% 656,54 + 194,66
900 - QT 3%
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FIGURA 28 — Quantidade de CB retida (ug/cm?) nas mucosas suinas ap6s 24 horas

de estudo de permeacéao das formulagdes de CB 2% (p/p) em QT 1%,
2% e 3% na auséncia (Controle) e na presenga de diferentes
concentragdes de AZ (1%, 2% e 3%).



TABELA 23 - Resumo dos dados estatisticos das quantidades retidas de CB nas
mucosas suinas apos 24 horas de estudo de permeacéo in vitro das
formulagdes CB 2% (p/p) em diferentes concentragdes de QT (1%, 2%
e 3%) na auséncia (Controle QT) e na presenca de diferentes
concentragdes de AZ (1%, 2% e 3%).

99

Comparagao entre as formulacoes Significancia®
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 1% P >0,05
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 2% P> 0,05
Controle QT 1% X QT 1% + AZ 3% P> 0,05
Controle QT 1% X QT 2% + AZ 1% P> 0,05
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 2% P >0,05
QT 1% + AZ 1% X QT 1% + AZ 3% P> 0,05
QT 1% + AZ 2% X QT 1% + AZ 3% P> 0,05
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 2% P < 0,001**
QT 2% + AZ 1% X QT 2% + AZ 3% P <0,01**
QT 2% + AZ 2% X QT 2% + AZ 3% P> 0,05
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 2% P <0,001**
QT 3% + AZ 1% X QT 3% + AZ 3% P < 0,001**
QT 3% + AZ 2% X QT 3% + AZ 3% P <0,01**

() Significativo para P< 0,05. Teste estatistico. One-way Anova (teste de multiplas

comparacobes de Tukey).
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5 DISCUSSAO

A descoberta de duas isoformas da COX (COX-1 constitutiva e COX-2 induzida)
permitiu uma nova oportunidade para utilizagdo dos AINEs. O celecoxibe é um
antinflamatorio nao esteroidal inibidor especifico da COX-2 e esta indicado para o
tratamento dos sinais e sintomas da osteoartrite e artrite reumatéide, alivio da dor aguda,
alivio dos sintomas de dismenorréia primaria; também esta indicado na redugao do nimero
de pdlipos adenomatosos colorretais em poliposes adenomatosas familiares (PAF) como um
adjuvante aos cuidados usuais. Diversos estudos demonstraram o efeito do celecoxibe na
quimioprevencdo do cancer garantindo seu futuro uso como agente quimiopreventivo

(CROWELLI et al., 2005; LIPPMAN, 2008).

Apesar de sua ampla comercializagdo no mundo, o celecoxibe ainda é de dificil
aquisicao por estar sob protecao patentaria. Desta forma, tornou-se necessario desenvolver
um meétodo de extracao do farmaco a partir de sua forma farmacéutica (capsula) de maneira
a se obter o farmaco com pureza desejada para utilizagdo como matéria-prima no
desenvolvimento das formulagdes propostas pelo trabalho. O procedimento de extracao foi
realizado através de um sistema Soxhlet, no qual o solvente é continuamente reciclado
através da amostra por algumas horas. O procedimento foi realizado em duas etapas. Na
primeira etapa utilizou-se agua como solvente a fim de retirar os excipientes hidrossoluveis
presentes na formulagdo. O CB, devido a sua caracteristica lipofilica, apresenta solubilidade
muito baixa em agua (0,007 mg/mL) e n&do € extraido nesta etapa. Na segunda etapa o
solvente utilizado € o etanol que apresenta caracteristicas mais apolares sendo, portanto
capaz de solubilizar o CB (63,34 mg/mL) (SEEDHER & BHATIA, 2003). A etapa de evaporagéo

visa a obtencao do material seco a partir da solugdo de CB em etanol.

O processo de extracdo garante a separacao das substancias hidrossoluveis daquelas
lipossoluveis, mas ndo garante a pureza do farmaco obtido. Para retirar possiveis impurezas

provenientes do processo de extragdo, o farmaco extraido foi entdo purificado através da
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técnica de recristalizagdo por solvente. O principio que governa a recristalizagdo é que a
quantidade de soluto que pode ser dissolvido em um solvente, aumenta com a elevagao da
temperatura. Na recristalizagdo a solugdo é preparada pela dissolu¢do do soluto numa
temperatura préxima ou igual a temperatura de ebulicdo do solvente. Nesta temperatura a
solubilidade do soluto no solvente & aumentada consideravelmente. Desta forma, a
quantidade utilizada de solvente aquecido pode ser muito menor do que a quantidade de
solvente a temperatura ambiente. Quando a solugdo é em seguida resfriada, a solubilidade
do soluto cai abruptamente e a solugéo se torna saturada. O soluto que ndo pode mais ser
mantido em solugdo precipita na forma de cristais mais puros, que podem entdo ser
coletados. O método de extragao e purificacdo do farmaco demonstrou eficacia, obtendo um
rendimento, em massa, de 76,8%. Além de ser um método muito simples, de baixo custo e

de alta reprodutibilidade.

Para confirmarmos a eficiéncia do método de extragdo empregado, a caracterizacao
do farmaco foi realizada através de ensaios de ponto de fusdo, espectroscopia de
infravermelho e RMN de carbono e hidrogénio. Esses ensaios identificam a molécula e

indicam a auséncia de impurezas.

O ponto de fusdo de uma determinada consiste na temperatura necessaria para a
mudanca de seu estado fisico de solido para liquido. Segundo ALTON (2005), o ponto de
fusao relaciona-se com o calor latente de fusao, que é a quantidade de calor gerado durante
a fusdo. Um cristal com ligagbes fracas possui um baixo ponto de fusdo e um baixo calor de
fusdo. No caso do CB, os resultados observados para a faixa de ponto de fusédo (161 a 163
°C) encontram-se préximos aos valores encontrados na literatura, 157 a 159 °C (THE MERK

INDEX, 2001) indicando a identidade da substancia e a auséncia de impurezas.

A espectroscopia de infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorcido que usa a
regiao do infravermelho do espectro eletromagnético e pode ser utilizada na identificacdo de
compostos. Baseia-se no fato de que as ligagdes quimicas das substéncias possuem

frequéncias de vibragbes especificas, as quais correspondem a niveis de energia da
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molécula. Tais frequéncias dependem da forma da superficie de energia potencial da
molécula, geometria molecular, massas dos atomos e eventualmente do acoplamento
vibracional. Na analise do espectro de infravermelho demonstrado na Figura 13, o CB pdde
ser identificado principalmente pela presenga de bandas bem intensas e caracteristicas de
deformacbes axiais de ligagdes N-H e S=0 de sulfonamidas. A ligagdo N-H gerou duas
bandas, caracteristicas de sulfonamidas primarias, em 3340 e 3233 cm™. Da mesma forma,
a ligagdo S=0 originou duas bandas em 1348 e 1163 cm™. Os aromaticos também puderam
ser identificados pela presenca de seis bandas: uma em 3098 cm™ referente & deformacéo
axial da ligacdo C-H de aromaticos, outras duas em 2919 e 2851 cm™, geradas pela
deformacao axial da ligacdo C-H da metila ligada ao anel aromatico, e as ultimas trés em
1914, 1801 e 1677 cm™, referentes as bandas de combinagdo e de harménicas de

aromaticos.

A ressonancia magnética nuclear é uma técnica amplamente utilizada na determinagao
estrutural, uma vez que cada substancia tem um espectro de RMN caracteristico que pode
ser usado como uma impressao digital da mesma. Consiste basicamente na observacao de
que nucleos magnéticos tais como 1H, e 13C, quando colocados em um campo magnético
forte, podem absorver energia em frequéncias caracteristicas (SILVA et al., 2006). A analise
dos espectros de RMN de carbono e hidrogénio (Figura 14) do CB permitiu a identificagdo
dos atomos de carbono e hidrogénio presentes na molécula do farmaco. Os espectros de
RMN C e RMN H confirmam a identificacdo do farmaco celecoxibe e demonstram a
auséncia de sustancias contaminantes, comprovando a pureza do farmaco obtido por

extracdo e demonstrando a eficacia do processo de obtencéo utilizado.

Os resultados dos ensaios de caracterizagdo do CB confirmam a sua identificacdo e
indicam a auséncia de sustancias contaminantes, demonstrando a eficacia do processo de

extracao e purificagdo empregado.

Apesar dos estudos de caracterizagdo indicarem auséncia de impurezas, é

importante determinar o teor do farmaco para que este possa ser empregado com principio
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ativo em formulagcbes farmacéuticas. Para padronizacdo do CB obtido, o método descrito
por SAHA e colaboradores (2002) foi validado parcialmente no laboratério. O método foi
reprodutivel, demonstrando linearidade, seletividade e repetibilidade. A seletividade pode
ser comprovada a partir da comparacao dos espectros de varredura no UV da amostra e do
padrao (Figura 15). A linearidade pode ser observada pelo coeficiente de correlacao linear
obtido (r = 1,00) (Figura 16), estando acima do critério minimo aceitavel pela legislacéo
vigente. A repetibilidade (Tabela 2) pode ser demonstrada a partir dos valores de desvio
padrao relativo (0,40%) dentro dos valores preconizados pela legislagdo (menores que 5%)
(BRASIL, 2003). O teor médio encontrado de 96,6% (Tabela 2) mostrou-se adequado para o
emprego do CB como matéria-prima no desenvolvimento das formulagbes propostas no

trabalho.

O quitosano é um copolimero linear composto por unidades de 2-acetamino-2-deoxi-[3-
D-glucopiranose e 2-amino-2-deoxi-B-D-glicopiranose ligadas por ligacbes B (1-4) (THANOU
et al., 2001). Devido a presenga de grupos amino e hidroxil em suas unidades, o quitosano
se solubiliza em solugdes acidas diluidas (SENEL et al., 2000a; SANDRI et al., 2004, HAUPT et

al., 2006) o que permite a formagao de um hidrogel em agua (SOKKER et al., 2009).

De acordo com PEPPAS et al. (2000) hidrogéis sao redes poliméricas hidrofilicas
tridimensionais capazes de adsorver grandes quantidades de agua e fluidos biolégicos. A
estrutura altamente porosa do hidrogel permite a incorporacao de farmacos na matriz do gel
e consequentemente a liberagdo do mesmo, com um fluxo dependente do seu coeficiente
de difusdo através da rede do gel. Certamente, as vantagens da liberagdo de farmacos a
partir de hidrogéis sédo de carater farmacocinético, especificamente pelo depédsito da
formulacao criado a partir da lenta liberagdo do farmaco, mantendo uma alta concentragao

do mesmo nos tecidos adjacentes por longos periodos (HOARE & KOHANE, 2008).

O quitosano, sendo um polissacarideo catiénico, contém grupos amino livres (pKa de 6,5)
que em pH neutro ou basico s&o insoluveis em agua (RAVI KUMAR et al., 2000) sendo,

portanto, soluvel em solu¢des acidas com densidade de carga dependente do pH e do grau
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de deacetilacdo (SUDHAKAR et al., 2006). A solubilizagdo do polimero em pH acido ocorre
devida a protonagdo dos grupos amino convertendo as unidades glucosaminas na forma

soluvel R-NH3+ (AGNIHOTRI et al., 2004; SOKKER et al., 2009).

O aumento da concentragdo do polimero aumenta o numero de grupamentos amino
passiveis a protonagao, reduzindo o numero de protons livres e consequentemente a acidez
do meio. Esse fato explica o aumento dos valores de pH provocados pelo aumento da
concentragao do polimero observados na Tabela 4. Os valores de pH observados para os
géis controle, na auséncia do promotor de penetracdo azona, foram de 4,36; 5,09 e 5,89
para os géis contendo 1%, 2% e 3% de quitosano respectivamente. A introducéo do
promotor de penetracdo azona, assim como a variagao de sua concentragcdo na formulagao
ndo influenciaram significativamente nos valores de pH observados, ou seja, os valores de
pH para as formulagdes contendo azona mantiveram-se na faixa observada das

formulagdes controle descritas acima.

Os resultados obtidos a partir da avaliagcdo do pH das formulagdes desenvolvidas
sugerem que as formulagbées contendo 3% de quitosano apresentam valores de pH em
torno de 5,9 mais préximos do pH bucal que se encontra na faixa de 5,8 a 7,4 (SUDHAKAR et

al., 2008).

O estudo das caracteristicas reolégicas é importante para determinacao da facilidade
de remocéao do produto da embalagem, aplicagao, espalhamento facil e textura suave sobre
o local de aplicagéo. Dai a importancia do estudo dessas propriedades no desenvolvimento
de formulagdes. A reologia estuda as propriedades de fluidez das substancias ou sistemas.
O estudo reoldgico considera a dindmica e o movimento e por isso deve se levar em
consideracdo as caracteristicas de fluxo. Os fluxos podem ser classificados como
Newtoniano e nao-newtoniano de acordo com as deformagdes apresentadas quando o
sistema é submetido a tensdo. Os fluxos ndo-newtonianos compreendem os fluxos plastico,

pseudoplastico e dilatante.
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Os materiais quando submetidos a tensbes, apresentam deformacdes caracteristicas
que podem ser observadas em graficos construidos (reogramas), valores de tensao
(ordenada) versus gradiente de cisalhamento (abscissa). O exame reolégico de um semi-
sélido pode ser representado correta e simplesmente por um reograma completo. A
avaliagdo da curva de gradiente de cisalhamento (GC) x tensdo de cisalhamento (TC)
permite o estudo das propriedades de resisténcia ao fluxo, viscosidade e tixotropia. No caso
dos materiais pseudoplasticos, as moléculas ou particulas dispersas estao fracamente
unidas entre si. Sendo assim, quando uma acao de cisalhamento é aplicada nao resistem a
pressdo de deslocamento, resultando em um reograma que apresenta uma curvatura
caracteristica para este tipo de material. Segundo ALTON (2005), materiais pseudoplasticos
incluem dispersbes coloidais aquosas de hidrocoldides naturais ou quimicamente
modificados, como o quitosano. A presenga de moléculas longas, de elevada massa
molecular, em solucdo resulta no embaracamento destes em associagcdo com o solvente
imobilizado. Sob influéncia de tensao, as moléculas tendem a tornar-se desembaracadas e
alinhar-se na direcao do fluxo e, dessa forma, irao oferecer menos resisténcia ao fluxo. Esse
fato, aliado a liberacdo de agua que estara aprisionada, contribui para a diminuigdo da
viscosidade. Em qualquer dada velocidade de cisalhamento, estabelecer-se-a um equilibrio

entre a forga de cisalhamento e o reembaragamento produzido pelo movimento browniano.

Ja os materiais tixétropicos sdo aqueles que quando submetidos a uma velocidade
particular de cisalhamento, a sua tensdo de cisalhamento e consequentemente, a
viscosidade, irdo decrescer com o tempo. Além disso, uma vez removida a tensido de
cisalhamento, mesmo que a estrutura rompida seja reversivel, ela pode n&o retornar a sua
estrutura original instantaneamente. A caracteristica comum a esses materiais e que, se
forem submetidos a uma velocidade de cisalhamento gradualmente crescente, seguida, de
modo imediato, por uma velocidade de cisalhamento decrescente até zero, a curva
descendente estara deslocada em relagao a curva ascendente, e 0 reograma apresenta um

“loop” de histerese. No caso de materiais pseudoplasticos, a curva descendente estara
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deslocada para a direita da curva ascendente. A presenca do “loop” de histerese indica que
ocorreu uma ruptura na estrutura, e a area dentro do “loop” pode ser usada como um indice
do grau dessa ruptura. Sistemas tixotropicos sdo geralmente compostos por particulas
assimétricas ou macromoléculas, que sao capazes de interagir mediante varias ligagbes
secundarias produzindo uma frouxa estrutura tridimensional, de forma que o material tem

um aspecto de gel quando ndo submetido a cisalhamento.

Nao foi possivel determinar o indice de fluxo e indice de consisténcia das
formulagdes QT a 1% (matriz e controle), sob as condi¢gdes de ensaio utilizadas devido a
baixa viscosidade apresentada por essa concentracdo do polimero. Baseado nesses

resultados as formulagdes QT 1% na presenca de AZ nao foram levadas a ensaio.

Pode-se observar que, de modo geral, o aumento da concentracdo do polimero
aumentou o indice de consisténcia, a viscosidade aparente e a tixotropia em grandes
proporcbes (Tabela 5). Podemos avaliar a influéncia do farmaco no comportamento
reoldgico do gel a partir da avaliagdo dos pardmetros obtidos através dos reogramas. As
formulagdes matrizes, contendo apenas o polimero QT e na auséncia do farmaco CB
(Figura 17) apresentaram valores de viscosidade aparente, indice de fluxo e indice de
consisténcia maiores quando comparados com as formulagbes contendo o farmaco CB
(Figura 18). Dessa forma, a presenga do farmaco diminui a viscosidade da formulagdo. Em
contrapartida, a diminuicdo dos valores de indice de fluxo implica no aumento da
propriedade de pseudoplasticidade da formulagdo. O gel é considerado pseudoplastico
quando apresenta valores de indice de fluxo menores que 1,0 e quanto menor esses
valores, mais pronunciado é esse comportamento pseudoplastico. Sendo assim, as
formulagdes contendo 3% de QT apresentaram comportamento pseudoplastico, pois
apresentaram os menores valores de indice de fluxo. Os reogramas apresentados na Figura
20 caracterizam o comportamento pseudoplastico confirmando os resultados de indice de

fluxo (Tabela 5).
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As formulagcbes matrizes QT 1%, 2% e 3% nao apresentaram comportamento
tixotrépico. A introducédo do farmaco CB nas formulagbes levou a um aumento na tixotropia,
principalmente nas formulagdes de maior concentragéo do polimero (3%), (Tabela 5). Como
pode ser observada a partir da avaliacdo dos parametros obtidos, a presenca do farmaco
CB influenciou no comportamento reolégico da formulagdo, diminuindo a viscosidade
aparente e contribuindo para o aumento da propriedade de pseudoplasticidade e tixotropia

da formulagéo.

Ja o promotor de penetragdao AZ nao pareceu influenciar significativamente nos
parametros avaliados, porém o aumento de sua concentracido contribui para o aumento dos
valores de indice de consisténcia, viscosidade aparente e tixotropia no caso das
formulagdes contendo 3% de QT. Estas formulagbes (na auséncia ou na presenca de AZ)
apresentaram comportamento pseudoplastico e tixotropico. Um gel pseudoplastico é capaz
de se desestruturar e se reestruturar a forma original apods sofrer uma tensdo, o que facilita a
sua remogao da embalagem. Essa caracteristica pode ser evidenciada pelo baixo indice de
fluxo encontrado para as formulagdes de QT 3%. A tixotropia é caracterizada quando a
reeorganizagcdo da malha do gel acontece de forma mais lenta. Os resultados mostram que
as formulagdes contendo QT a 3% apresentaram valores mais altos de tixotropia. Portanto,
as formulagdes contendo QT 3% contendo AZ 2% ou 3% além de apresentarem
propriedade de pseudoplasticidade e tixotropia, apresentaram maiores valores de
viscosidade aparente comparadas com todas as outras formulagdes. Formas farmacéuticas
mais viscosas tém como vantagem um menor grau de escoamento minimizando o risco de
possiveis intoxicagbes provenientes de degluticdo acidental, representando assim uma

vantagem adicional no caso de aplicagao topica bucal.

Tendo em vista os resultados obtidos a partir dos estudos de reologia das
formulagdes, podemos eleger as formulagdes QT 3% contendo AZ 2% e QT 3% contendo

AZ 3% como as que possuem melhores caracteristicas reologicas, apresentando boa
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viscosidade aparente, pseuplasticidade e tixotropia adequando-se como formulacbes para

aplicacao topica.

O quitosano apresenta propriedades mucoadesivas devido ligagdes quimicas
secundarias como ligagdes de hidrogénio ou interagcbes idnicas entre os grupos amino
carregados positivamente e os residuos de acido sialico carregados negativamente das
glicoproteinas do muco ou mucina (SUDHAKAR et al., 2006). O quitosano interage com a
mucina devido as forgcas de atragdo molecular de interagdes eletrostaticas entre as cargas
positivas do quitosano e as cargas negativas da superficie da mucosa. Essas propriedades
podem ser atribuidas a fortes ligacdes de hidrogénio a grupos como —OH, —COOH,
suficiente flexibilidade da cadeia e propriedades de energia de superficie favorecendo o

espalhamento sobre o muco (QAQISH & AMmIJI, 1999).

No desenvolvimento de sistemas de liberagdo bucais um dos grandes desafios é a
retencao da formulacio no local de agao, visto que a saliva oral e as atividades mecanicas a
removem rapidamente da superficie da mucosa bucal. O uso de polimeros adesivos, como o
quitosano visa a superacgao desta limitagao, retendo a formulagéo por mais tempo no local

de acao e alcancando uma liberagao sustentada do farmaco.

Como pode ser observado na Figura 21 e na Tabela 6, o aumento da concentragao
do polimero provocou um aumento na forca de tensdo. A média da forgca encontrada
expressa em Newnton (mN) foram de 93,33; 115 e 195 para as formulagdes QT 1%; QT 2%
e QT 3% respectivamente. Estatisticamente, a formulacdo QT 1% quando comparada a
formulacdo QT 2% nao apresenta diferenca significativa; (p > 0,05) enquanto a formulagao
QT 3% comparada com as outras concentragdes de QT ha diferenca significativa (p <
0,001) O aumento da propriedade de mucoadesividade provocada pelo aumento da
concentragao do polimero pode ser elucidada pelo fato de que quanto maior a concentracao
de QT, maior o numero de grupamentos amino carregados positivamente disponiveis para

interagir com as cargas negativas da superficie da mucosa formando ligagéo adesivas.
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Em estudo recente, PERIOLI et al. (2008b), testando a forca de mucoadeséo de géis
bucais de AINEs ja existentes no mercado, encontrou valores na faixa de 380 a 502 mN em
mucosa de bochecha de porco. Em outro estudo, PERIOLI et al. (2008a), utilizando géis a
base de quitosano para aplicacédo vaginal, encontrou valores de for¢ca de tensdo na faixa de
43 a 93 mN, utilizando concentragbes de 0,5 a 2% de quitosano. Nossos resultados
encontram-se na faixa de valores médios entre 90 a 200 mN, utilizando concentragdes de
quitosano de 1 a 3%. Sendo, portanto, um valor maior do que aquele encontrado utilizando
quitosano para mucosa vaginal e pouco menor comparado as formulagdes bucais

existentes no mercado, mas ainda assim na mesma escala de forga.

O ensaio de mucoadeséo foi realizado na presenca do promotor de penetragao AZ
(1%), porém a influéncia de sua concentracdo ndo foi avaliada. Acredita-se que essa
avaliagdo nao seja relevante ja que a azona nao possui propriedades de interacdo com a
mucosa, nao influenciando na forca de mucoadesao. Ja a interacdo do polimero com a
mucosa é dependente da concentragdo, massa molecular e do grau de deacetilagdo do
polimero. Nossos resultados comprovam que a mucoadesividade € dependente da

concentragao do polimero, caracterizando uma relagao diretamente proporcional.

Antes do inicio dos estudos de liberacdo e permeacao in vitro, € importante a
avaliagdo da solucdo receptora a ser utilizada. Esta deve mimetizar a condigao fisioldgica,
solucdo tampao pH 7,4 mantida a temperatura de 37° C e obedecer a condicdo sink. A
solubilidade do farmaco deve ser maior ou igual que dez vezes a concentragdo maxima do

farmaco alcangada no meio receptor, ou seja, no caso de 100% de liberagéo.

No caso de farmacos lipofilicos, o estudo de solubilidade € uma etapa crucial, ja que
a solubilidade desses farmacos em solugdes aquosas é baixa. O CB é um farmaco de alta
lipofilicidade, apresentado valores de Log P em torno de 4,00 (SooD et al., 2005) sendo,
portanto, muito pouco soluvel em solugdes aquosas. Nesses casos € entdo necessario
lancar-se mao do uso da adicao de tensoativos as solugdes para aumentar a solubilidade

desses farmacos.
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Os estudos de solubilidade foram realizados adicionando excesso de farmaco a
solugcdes aquosas de tampao fosfato pH 7,4 contendo tensoativos em diferentes
concentragdes. Foram testados primeiramente (Tabela 7) tween 20 (0,5%), tween 80 (0,1%),
lauril sulfato de sédio (0,3%) e etanol (0,5%), obtendo valores mais altos de solubilidade
para a solucdo contendo tween 20, mas na concentracdo testada ainda ndo se atingiu a
condigao sink, sendo, portanto testadas outras concentragdes de tween 20 (1,0%), (1,5%) e
(2,0%) (Tabela 8). Ap6s os estudos de solubilidade, a solugao receptora escolhida foi tween
20 (1,5%) em tampéo fosfato 0,02 M pH 7,4 a qual foi utilizada nos estudos de liberagéo e

permeacao in vitro.

Para a quantificacdo do CB nos estudos de liberagdo e permeacao in vitro foi
desenvolvida uma metodologia analitica por CLAE. No intuito de expressar o valor real das
medidas quantitativas obtidas, e avaliar a eficiéncia do método desenvolvido se faz
necessaria a validagcdo do mesmo. Um método analitico validado nos da evidéncias
objetivas de que o mesmo é adequado para o uso proposto. No Brasil, os procedimentos
adotados baseiam-se em guias disponibilizadas por 6rgéos credenciadores nacionais, como
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia e
Qualidade Industrial (INMETRO). Também podemos nos basear em guias internacionais
como International Standardization for Organization (ISO), International Conference on
Harmonization (ICH), ou ainda nas Diretivas da Comunidade Européia, e guias

disponibilizadas pelo United States — Food and Drug Administration (US-FDA).

Os parametros empregados para a validagdo do método analitico desenvolvido
incluiram  seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo (repetibilidade, precisdo

intermediaria), limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagédo (LQ).

A seletividade de um método pode ser definida como a capacidade deste em
produzir respostas distintas para cada componente da amostra, ou seja, mostra a
capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de outros

componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz. A
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seletividade pode ser comprovada pela comparagao analitica entre uma matriz isenta da
substancia de interesse (placebo) e uma matriz adicionada de substancias padrao, sendo
que nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de retencao da substancia em estudo,
ou seja, o pico cromatografico de resposta seja exclusivamente do composto em estudo. A
seletividade do método foi comprovada a partir da analise dos cromatogramas de injegao da
formulacdo placebo e do padrdo de CB (Figura 22), demonstrando a auséncia de
interferéncia dos componentes da matriz. Além disso, os graficos de pureza de pico, e 0

espectro de varredura (Figura 23) também comprovam a seletividade do método.

A capacidade do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracao da substancia de interesse € definida como linearidade. Essa relagao de
proporcionalidade é expressa pela curva analitica, na qual parametros estatisticos, como
coeficiente de correlagado linear (r), obtido a partir da regressédo linear da curva, sao
avaliados a fim de assegurar sua qualidade. A RE n° 899 (ANVISA, 2003) e o ICH assumem
como critério minimo de aceitagdo para comprovacao de linearidade valores maiores que
0,99 e 0,999 respectivamente de coeficiente de correlagao linear. A linearidade do método
foi comprovada face aos valores de inclinagéo significativos e aos valores de coeficiente de

correlagao linear superiores a 0,999 (Figura 24 e Tabela 9).

A dispersao dos resultados entre ensaios independentes e repetidos de uma mesma
amostra representa a precisdo do método. Para processos de validagdo, a precisao é
considerada em trés niveis distintos: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de
medi¢des sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medi¢cdo, quais sejam, mesmo local, procedimento, analista, instrumento e repetigdes
efetuadas em curto intervalo de tempo. A avaliagdo do efeito das variagdes dentro do
laboratoério devido a eventos como diferentes dias, ou diferentes analistas, ou diferentes
equipamentos, ou uma combinacdo destes fatores € medida pela chamada precisido

intermediaria. Tanto a repetibilidade como a precisdo intermediaria sdo expressas por meio
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da estimativa do desvio padrao relativo (DPR). A reprodutibilidade é o grau de concordéancia
entre os resultados das medicdes de uma mesma amostra, efetuadas em diferentes
laboratérios, portanto sob condigbes variadas, tais como diferentes operadores, local,

equipamentos, entre outros.

A precisdo do método cromatografico foi avaliada quanto a repetibilidade (mesmo
dia) e precisao intermediaria (dias diferentes). Os resultados obtidos (Tabela 10), mostram
valores de DPR menores que 2% para todas as concentragdes de CB analisadas, revelando
uma adequada repetibilidade (DPR intra-dia) e precisdo intermediaria (DPR inter-dias) do
método, mostrando-se dentro do valor recomendado pela legislagdo vigente, ou seja,

valores de DPR abaixo de 5% (ANVISA, 2003).

Além disso, a precisao de injecao do equipamento também foi avaliada. A preciséo de
injecdo do cromatografo pode ser demonstrada quando os valores de DPR encontrados
forem menores que 2%. Como pode ser observado na Tabela 11, a dispersao dos
resultados de inje¢cdes da concentracao de trabalho (10 pg/mL) apresentou valores de

desvio padrao relativo de 0,62% sendo, portanto considerado satisfatério.

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.
Os processos mais utilizados para este fim envolvem o uso de substancias quimicas de
referéncia (SQR), comparagdo de métodos, ensaios de recuperagido e adigdo de padrao.
Utilizamos o método de recuperagdo, onde quantidades conhecidas da substancia sao
adicionadas em diferentes niveis ao branco da matriz, sem a substancia de interesse. A
recuperacao € avaliada por meio da propor¢cdo da quantidade da substancia de interesse
que é extraida e quantificada em relagdo a quantidade adicionada. Os resultados do ensaio
de recuperagdo, para os trés niveis de concentragcdo analisados 80%, 100% e 120%
apresentaram valores de 99,75%; 100,18%; e 101,32 % respectivamente (Tabela 12),

permanecendo dentro da faixa de 98 a 102%, considerada aceitavel para o intervalo
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avaliado (AOAC, 2000 apud BARROS & HIRATA, 2004) e evidenciando a adequada

exatidao do método para a determinacao do celecoxibe na formulagao estudada.

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragcdo do composto de
interesse que o método analitico é capaz de detectar, mas ndo necessariamente quantificar.
Ja o limite de quantificagcao (LQ) representa a menor concentracédo que o método analitico é
capaz de quantificar com preciséo e exatiddo. Podem ser calculados pela relagao sinal-ruido
ou a partir dos parametros da curva analitica. Os valores de LD e LQ obtidos a partir dos
parametros da curva foram de 0,04 ug/mL e 0,12 ug/mL respectivamente (Tabela 13). A
determinacao dos valores de LD e LQ tem importancia crucial no desenvolvimento do
método em questao, ja que este se propde a quantificar o CB nos estudos de liberagao e
permeagao e nas primeiras horas do estudo a concentracdo encontrada € baixa. Tendo isso
em vista, os valores de LD e LQ encontrados encontram-se satisfatérios para o fim

pretendido.

A validacdo da metodologia analitica desenvolvida comprovou linearidade,
seletividade, precisdo, exatiddo e sensibilidade demonstrando ser adequada para a
utilizagcdo na quantificagdo do farmaco CB na formulagdo e nos estudos de liberacdo e de

permeabilidade in vitro.

Os estudos de liberagao in vitro visam a avaliacao da liberagao/cedéncia do farmaco
a partir da formulagdo desenvolvida. Os estudos de liberagao revelaram uma cinética de
pseudo-primeira ordem para a formulacao controle em etanol (Controle EtOH, na auséncia
de QT) e uma cinética de ordem zero para todas as formulagées contendo QT em
diferentes concentragcdes 1%, 2% e 3%, tanto na auséncia (Controle QT) quanto na
presenca (1%, 2% e 3%) do promotor de penetragdo AZ (Figura 25). As formas
farmacéuticas que seguem perfil de ordem zero liberam a mesma quantidade de farmaco
por unidade de tempo, constituindo-se como uma das melhores formas de veicular farmacos
para liberacao prolongada. Analisando o perfil de liberagdo das formulagbes controle pode-

se observar que na auséncia do polimero houve uma maior quantidade de farmaco liberado
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de forma imediata (2263,78 ug/cm?). Na presenga de QT, a liberagéo de CB ocorre de forma

lenta, caracterizando um sistema de liberagao prolongada.

O aumento da concentragdo de QT na formulagdo leva a uma diminuicdo da
quantidade de CB liberada e dos valores de fluxo apds 24 horas (Tabela 14). Dentre as
formulagdes de QT controle, obtivemos maior quantidade de CB liberada (883,05 pg/cm?) e
maiores valores de fluxo (34,99 ug/cm?hora) para a formulagdo Controle QT a 1%.
Estatisticamente, tanto a quantidade de CB liberada quanto os valores de fluxo das
formulagdes Controle QT 1% comparados ao Controle QT 2% e Controle 3% apresentam
diferengas significativas (p < 0,001). Ja entre as formulag¢des Controle QT 2% e Controle 3%

nao houve diferencga estatistica significativa.

A influéncia da concentragcdo de AZ para cada concentragdao de QT também foi
avaliada (Tabela 16). Como pode ser observado na Figura 26 (A) para as formulagbes
contendo QT a 1%, o aumento da concentracdo de AZ, estabeleceu uma relacao
inversamente proporcional a liberagao, provocando uma diminuicdo da liberacdo do CB a
partir da formulacdo. Dentre estas formulagdes, todas apresentaram diferenca estatistica

significativa entre si em todos os tempos testados.

Ja no caso das formulag¢des contendo QT a 2%, como pode ser observada na Figura
26 (B), a quantidade de CB liberada da formulagao contendo AZ 1% superou a liberagéo do
Controle QT 2%, seguidas das formulagdes contendo AZ 2% e AZ 3%. O fluxo de liberagao
in vitro apdés 24 horas de estudo, foi significativamente diferente para o controle QT 2%
somente em relacdo a formulagao contendo AZ 1%. Entre as formulag¢des contendo AZ 2%

e AZ 3% nao houve diferencga estatistica entre os fluxos.

Como pdde ser observado na Figura 26 (C), para as formulagdes contendo QT a 3%,
0 aumento da concentragdo de AZ estabeleceu uma relagcado inversamente proporcional a
liberagdo. Estatisticamente, a analise do fluxo de liberagdo mostrou que a formulagéo
controle QT 3% apresentou diferenca significativa em relagdo as formulagdes contendo AZ

2% e 3%. O fluxo da formulagéo contendo AZ 1% foi significativamente diferente em relagcéo
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as formulagbes contendo AZ 2% e AZ 3%, ja entre essas ultimas n&do houve diferenga

significativa.

Em resumo, o aumento da concentragdo do polimero provocou uma diminui¢do do
fluxo de liberagdo e conseqlientemente, por se tratar de uma cinética de ordem zero, que
libera a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo, uma diminuicado na
quantidade de farmaco liberada. Esse fenbmeno pode ser explicado pelo aumento da
complexidade da malha do gel na presenga de maiores concentragdes do polimero,

diminuindo a cedéncia do farmaco a partir da formulacao.

A influéncia do promotor de penetracdo AZ nas concentracoes 1, 2 e 3% também foi
avaliada para cada concentragdo de QT nos valores de fluxo de liberagao e quantidade de
CB liberada. Pode-se considerar, de maneira geral, que a introdugdo de AZ provocou uma
diminuicao nos valores de fluxo e na quantidade de CB liberada, como se observa a partir
da comparagéo das formulagdes Controle QT (na auséncia de AZ) com as formulagdes

contendo AZ para todas as concentracdes de QT.

Como ja citado anteriormente, a presencga do polimero QT levou a obtengdo de uma
cinética de liberagdo de ordem zero. Essa cinética foi mantida com a variagdo da
concentracao de QT assim como com a presenga e variagdo do promotor de penetragao AZ.
As diferentes concentragdes de QT e AZ nao influenciaram no modelo cinético de liberagéao
observado nos estudos in vitro, porém exerceram influéncia nos valores de fluxo (J) de
liberagdo e conseqlientemente na quantidade de CB liberada. A partir de todos os
resultados obtidos nos estudos de liberagdo in vitro, podemos inferir que as formulagdes
contendo QT 2% e 3% adicionadas de AZ 2% e 3% obtiveram menores valores de fluxo
comparadas a seus respectivos controles, ou seja, liberam o farmaco de forma mais lenta,
caracterizando um sistema de liberagdo prolongada. E interessante notar que dentre todas
as formulagdes, a que apresentou menor fluxo de liberagdo foi QT 1% contendo AZ 3%
(4,87 pg/cm?). Porém, as formulacdes de QT 1% ndo apresentaram propriedades reoldgicas

e mucoadesivas ideais para aplicagao topica, o que nos levou a escolha das formulagbes
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QT 2% e 3% contendo AZ 2% e 3% como as mais adequadas ao objetivo proposto, até o
momento. A fim de avaliar se estas formulacbes sido efetivamente promissoras para a
veiculacdo bucal do CB em termos de proporcionar maior retencdo deste no local de
aplicacdo, bem como menor permeagao através da mucosa, os estudos de permeacgao e

retencao in vitro foram realizados posteriormente.

Segundo MILLER et al. (2005) formas farmacéuticas semi-sélidas como os géis, tém
como vantagem a facilidade de dispersdo sobre a mucosa. Os hidrogéis, por exemplo, sdo
formas promissoras para liberacdo bucal de farmacos. Sdo formados de polimeros que séo
hidratados em ambiente aquoso e podem incorporar farmacos fisicamente e libera-los de
forma lenta por difusdo ou erosdo. A aplicacao de géis biodesivos prevé a retencao da
formulacdo na cavidade oral por mais tempo levando a uma adequada penetracdo do
farmaco, aumento a eficacia e adesdo ao tratamento. Ja foram desenvolvidos alguns
sistemas de liberacido de farmacos utilizando o quitosano como polimero mucoadesivo para
aplicagao oral (KINCI, et al., 2002; SENEL et al, 2000b; SENEL et al., 2001; MARTIN et al.,

2003).

Sabe-se que a permeacdo de farmacos pela via bucal ocorre por duas rotas
principais, a transcelular e a paracelular. Geralmente, para a maioria dos farmacos, a
permeacao através do epitélio bucal acontece através da rota paracelular por difusdo
passiva. A alta lipofilicidade do celecoxibe pode limitar a sua penetracdo no epitélio da
mucosa bucal prejudicando assim sua retencdo neste local, seu alvo para exercer efeito
quimiopreventivo no cancer de mucosa oral. Desse modo, para superar esta limitacdo deve-
se promover a penetragao do farmaco no tecido. Ja foi demonstrada a capacidade da azona
em aumentar a retencao tecidual de farmacos lipofilicos na mucosa bucal, sugerindo sua

utilizacdo na terapia local como promotor de permeagao de farmacos.

A permeacédo do CB -a partir das formulacdes propostas- através da mucosa oral de
bochecha de porco, bem como a sua retencédo neste tecido foram avaliadas pelos estudos

de permabilidade in vitro.
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Os resultados de permeacao in vitro demonstraram que o aumento da concentracao
de QT, diminui a quantidade de CB permeado através a mucosa (Tabela 18) bem como o
fluxo (J) de permeacdo (Tabela 20). Isto esta de acordo com os resultados obtidos nos
estudos de liberagdo in vitro. Ou seja, o aumento da concentragdo de QT aumenta a
viscosidade das formulagdes, diminuindo a quantidade liberada de CB e consequentemente,

a quantidade permeada do farmaco.

No caso das formulagdes contendo QT a 1% (Figura 27 A) a quantidade de CB
permeado foi maior para a formulagdo controle. Ou seja, a inclusdo do promotor de
penetracdo AZ diminuiu a permeacado do farmaco (em torno de 1,5 vezes) novamente
devido ao aumento crescente da viscosidade das formulacbes A analise estatistica dos
fluxos das permeacdes (J) demonstra que a formulagao Controle QT 1% é estatisticamente

diferente em relacédo aquelas contendo AZ 1% e AZ 2%.

Ja no caso das formulag¢des de QT 2% (Figura 27 B), o aumento da concentragéo de
AZ também diminui a quantidade permeada do farmaco através da mucosa apds 24 horas.
Porém, a analise estatistica demonstra que as formulagdes de QT 2% contendo AZ em
diferentes concentragbes nao apresentaram fluxos (J) estatisticamente diferentes quando

comparadas entre si.

O mesmo foi observado para as formulagdes contendo QT 3% na presenca de
diferentes concentracbes de AZ em relacdo aos valores de quantidade permeada do
farmaco através da mucosa apés 24 horas (Figura 27 C). Neste caso, a analise estatistica
do fluxo de permeacdo (J) demonstra que a formulagdo de QT 3% contendo AZ 3% é

estatisticamente diferente em relagao as formulagées contendo AZ 1% e AZ 2%.

Resumindo, as formulagées de QT 2% e 3% apresentaram menores valores de CB
permeado comparadas as formulacdes de QT 1%. No geral, os fluxos de permeagédo de
todas as formulagdes e controles testados (Tabela 20) sdo considerados baixos, ou seja,
estdo de acordo com as quantidades de CB permeado (Tabela 18). Porém os menores

fluxos foram encontrados para as formulagdes contendo 2% e 3% de QT.
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O uso da Azona como promotor de penetracdo de farmacos na mucosa oral na
terapia local ja foi sugerido em estudos anteriores (NICOLAZZO et al, 2005a; 2005b). Um dos
mecanismos do efeito promotor da Azona descrito na literatura é devido ao aumento da
captacao do farmaco na mucosa bucal. Através do aumento da solubilidade do farmaco na
mucosa, um aumento na permeabilidade bucal é esperado de acordo a primeira Lei de
difusdo de Fick. Em outras palavras, a Azona pode promover a permeabilidade de certos
compostos através do aumento da partigdo desses compostos para a mucosa bucal
aumentando a retencéo tecidual de farmacos neste local, sugerindo sua utilizagao na terapia

tépica como promotor de permeagéo de farmacos. (NICOLAZZO et al, 2005c).

Desse modo, os estudos de retengdo do CB na mucosa de bochecha suina foram
realizados apds o término dos estudos de permeacéo in vitro. Os resultados da analise de
retencdo do farmaco (Tabela 22 e Figura 28) mostram que para as formulagbes contendo
QT 1%, a introdugdo do promotor de penetracdo AZ (1%) na formulacdo aumenta a
retencao tecidual do farmaco apés 24 horas de estudo (182,97 ug). Porém, o aumento da
concentragcao de AZ (2% e 3%) nao aumentou proporcionalmente a quantidade de CB
retida. Apés a analise estatistica (Tabela 23) observamos que entre as formulagoes
contendo QT 1% nao houve diferenca significativa. Podemos concluir entdo, que a AZ néo
exerceu influéncia na retengao tecidual de CB no caso das formulagdes contendo QT 1%. Ja
no caso das formulagdes contendo QT 2% e QT 3% a presenga de AZ em diferentes
concentragdes mostrou-se extremamente influente, aumentando a retencao tecidual com o
aumento da concentragcdo de AZ. Além disso, o aumento da concentracdo de QT associado
ao aumento da concentragcdo de AZ proporcionou aumentos ainda maiores nos valores de
retencdo tecidual, indicando um efeito sinérgico de promo¢ao da penetracdo do farmaco.
Assim, a maior retencao tecidual foi observada para a formulacao de QT 3% contendo AZ

3% (625,54 pg).

Concluindo, os estudos de permeabilidade in vitro demonstraram baixa permeacao

através da mucosa e alta retencdo tecidual do farmaco, caracterizando um sistema de
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liberacido tépico com baixa absorcéo sistémica, ideal para a aplicacdo do CB na mucosa
oral. A capacidade da azona em aumentar a retencao tecidual de farmacos lipofilicos na
mucosa bucal, sugerindo sua utilizagdo na terapia local como promotor de permeacéo de
farmacos ja foi demonstrada anteriormente (NICOLAZZO et al., 2005b). O presente estudo
comprova essa capacidade, ja os resultados demonstram um ganho em retencdo tecidual

dependente da concentracido de azona na formulagao.

A acgdo do quitosano como promotor de absor¢do na mucosa oral ja foi descrita
demonstrando causar efeito relativamente leve e reversivel na morfologia epitelial da
mucosa (DODANE, et al., 1999). Uma das explicagbes para o efeito promotor observado pode
ser devido a natureza bioadesiva do quitosano, que aumenta a retencao do farmaco no local
de aplicacdo. SANDRI e colaboradores (2005a) demonstraram que a interagdo entre o
polimero e a mucina, responsavel pela formagao da ligagdo mucoadesiva esta envolvida
com o mecanismo de promogao de penetragdo. A interpenetracdo do polimero € mucina
provavelmente enfraquece a barreira epitelial, desfazendo parcialmente a estrutura da
matriz extracelular e liga¢des intercelulares. Além disso, o quitosano também pode agir na
organizagdo da camada intercelular lipidica que forma a barreira do epitélio oral, refletindo
em um efeito permeabilizante direto (SENEL et al., 2001). Sendo assim, o efeito promotor do
quitosano ocorre tanto pela acao direta na desorganizacdo da barreira lipidica do epitélio
oral, como pela sua propriedade mucoadesiva que promove o aumento da retencdo da
formulagdo na superficie da mucosa. Isso constitui uma vantagem clinica , ja que a

eliminagao da formulacao pelo fluxo salivar pode ser reduzida (NICOLLAZZO et al., 2005b).

Visto que os estudos de mucoadesado demonstraram maiores forcas de tensao para
as formulagbes contendo QT 3%, e os maiores valores de retengao tecidual também foram
observados para essas formulacdes, podemos estabelecer uma relagdo entre a forca de
mucoadesdo e o efeito promotor de penetragdo do quitosano. Além disso, os valores mais
altos de retencéo tecidual observados para as formulagdes contendo maiores concentragoes

de AZ e QT sugerem um efeito sinérgico de promocao de penetracdo do farmaco na
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mucosa oral a partir dos efeitos do promotor de AZ e do polimero mucoadesivo QT,

observados nos estudos de retencao tecidual.

Assim, os resultados globais mostraram que a formulagdes de QT 3% contendo AZ
2% e AZ 3% podem ser potencialmente utilizadas como sistemas de liberagdo para o
farmaco CB, proporcionando uma liberagdo sustentada e adequadas propriedades
reolégicas e mucoadesivas. Além disso, o sistema foi caracterizado como tépico (alta
retencdo na mucosa e baixa permeagao do CB através desta) podendo ser utilizado no
tratamento quimiopreventivo do cancer oral sem causar efeitos adversos oriundos da

absorcao sistémica do celecoxibe.
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6 CONCLUSOES

¢ O método de extracdo e purificagdo do farmaco celecoxibe se mostrou eficaz
permitindo sua obtengdo com bom rendimento através do uso de metodologia
simples, de baixo custo e de alta reprodutibilidade. A caracterizagao fisico-quimica e
espectroscopica do CB obtido confirmou sua identificacdo e indicou a auséncia de
sustancias contaminantes, demonstrando a eficacia do processo de extracao e
purificagdo empregado. O teor médio encontrado de 96,6 % mostrou-se adequado
para o emprego do CB como matéria-prima no desenvolvimento das formulagdes

propostas no trabalho;

o Os resultados obtidos a partir da avaliagdo do pH das formulagdes desenvolvidas no
trabalho sugerem que os géis contendo 3% de quitosano apresentam valores de pH
em torno de 5,9 mais préximos do pH bucal que se encontra na faixa de 5,8 a 7,4

(SUDHAKAR et. al, 2006);

e Tendo em vista os resultados obtidos a partir dos estudos de reologia das
formulagdes, podemos eleger as formulagées QT 3% contendo AZ 2% e AZ 3%
como as que possuem melhores caracteristicas reoldgicas, apresentando boa
viscosidade aparente, pseuplasticidade e tixotropia adequando-se como formulagdes

para aplicagéo topica;

o Nossos resultados comprovam que a mucoadesividade ¢é dependente da
concentracao do polimero QT, caracterizando uma relagéo diretamente proporcional
€ que se encontra na mesma escala de forca que as formulagdes toépicas bucais

existentes no mercado;

e A validacdo da metodologia analitica desenvolvida comprovou linearidade,

seletividade, precisao, exatidao e sensibilidade demonstrando ser adequada para a
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utilizagdo na quantificagdo do farmaco CB na formulagédo e nos estudos de liberagcao

e permeabilidade in vitro;

A presencga do polimero QT levou a obtengédo de uma cinética de liberagao de ordem
zero. Essa cinética foi mantida com a variagcdo da concentragcao de QT assim como
com a presenga e variagdo do promotor de penetracdo AZ. As diferentes
concentracdes de QT e AZ nao influenciaram na cinética de liberagdo observada nos
estudos in vitro, porém exerceram influéncia nos valores de fluxo de liberacdo e
consequentemente na quantidade de CB liberada. A partir de todos os resultados
obtidos nos estudos de liberagao in vitro, podemos inferir que as formulacdes de QT
2% e 3% contendo AZ 2% e 3% obtiveram menores valores de fluxo, ou seja,
liberam o farmaco de forma mais lenta, caracterizando um sistema de liberacao

prolongada com comodidade posoldgica;

Os estudos de permeabilidade in vitro demonstraram baixa permeacgao através da
mucosa e alta retencao tecidual do farmaco, caracterizando um sistema de liberacao
tépico com baixa absorcao sistémica. O aumento da concentracdo de QT (3%) e AZ
(2% e 3%) levaram ao aumento da retencgao tecidual sugerindo a promogéo de um
efeito sinérgico de promocgao de penetracdo do farmaco na mucosa oral a partir dos

efeitos do promotor de penetracdo AZ e do polimero mucoadesivo QT;

As formulagbes de QT 3% contendo AZ 2% e AZ 3% foram, portanto escolhidas
como potenciais sistemas de liberacdo do farmaco CB, proporcionando uma
liberacdo controlada, alta retencao tecidual e baixa permeacgao através da mucosa,

adequado pH, além de adequadas propriedades reoldgicas e mucoadesivas.
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